EO/US 
PCT/FR00/01109 

TRAITE DE COOPERATION EN MATIERt JE BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 
(rdgle61.2 du PCT) 


Destinataire: j 

Commissioner 

Uo uepanmeni ot commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedition 

09 novembre 2000 (09.1 1 .00) 




Demande Internationale no: 

PCT/FR00/01109 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire: 
BCT000031 


Date du depot international: 

26 avri!2000 (26.04.00) 


Date de priority: 

30avril 1999(30.04.99) 


Deposant: 

CABOCHE, Jean-Jacques etc 



1. (.'office designe est a vise de son election qui a ete faite: 

| X | dans la demande d'examen preliminaire international presentee a I'administration charg6e de I'examen preliminaire 
international le: 

09 mai 2000 (09.05.00) 



| | dans une declaration visant une election ulte>ieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. Selection | X| a ete faite 

j^J n'a pas ete faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



BEST AVAILABLE COPY 



Bureau international de I'OMPt 


Fonctionnaire autorise: 


34, chemin des Colombettes 




1211 Geneve 20, Suisse 


J. Zahra 


no de telecopies: (41 -22) 740.1 4.35 


no de telephone: (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/331 Quillet 1992) 3628407 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



I 



TRAITE DE COOPERATION EN M ATI ERE DE BREVETS^ 

PCT ' RECD 30 JUL 200J 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAT 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



PCT 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

BCT000031/CN/EBR/SG 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale n° 
PCT/FR00/01109 


Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
26/04/2000 


Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
30/04/1999 j 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fots classification nationale et CIS 
C08B30/12 


Deposant 

ROQUETTE FRERES 



1. Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a 1'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et Instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Irregularis dans la demande intemationale 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


H 


VIII 
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I'examen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 
D-80298 Munich 
sly 1 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax:+49 89 2399-4465 


Fonctionnaire autorise 

Gerber, M (| 0 )) 

\^ <?/ 

N° de telephone +49 89 2399 8528 \^hoj^ 



Formulaire PCT/I PEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



THIS mta£ BLANK (uspto) 





RAPPORT □•EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FR00/01 1 09 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont 6t6 remises 
a i'office recepteur en reponse a une invitation faite conform^ment & I'articie 14 sont consid&rees dans ie present 
rapport comme "initiaiement d£posees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eifes ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-24 version initiale 

Revendications, N°: 

1-9 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont §t6 remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a 6te deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient h la disposition de I'administration ou lui ont 6t§ remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la r&gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas ech6ant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement ci I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ult£rieurement k I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine Pannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 



55.3). 
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5. □ Le present rapport a 6t6 formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont et6 considerees 
. comme allant au-del& de l'expos£ de I'invention tel qu'il a et§ depose, comme il est indiqu£ ci-apres (r£gle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, i'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 






Non : 


Revendications 


1-9 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 






Non : 


Revendications 


1-9 


Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-9 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont 6t£ constatees : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee* 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, lactivite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : FR-A-2 499 588 (KABUSHIKI KAISHA. HAYASHIBARA SEIBUTSU 
KAGAKU KENKYUJO) 13 fevrier 1982 

D2: CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 1 31 , no. 1 1 , 1 3 septembre 1 999 Columbus, 
Ohio, US; abstract no. 143650, KURIKI TAKASHI ET AL.: 'Application of 
cluster dextrin as food ingredient. 1 XP0021 27630 & NIPPON SHOKUHIN 
SHINSOZAI KENKYUKAISHI, vol. 1, no. 1, 1998, pages 15-22, jp 

1. Nouveaute 



L'objet des revendications 1-9 n'est nouveau par rapport a D1 et D2 (Article 33(2) 
PCT). 

Le document D1, qui est considere comme I'etat de la technique le plus proche, decrit 
un procede d obtention d'un polymere de glucose branche par reaction d'une 
substance amylacee avec une enzyme branchante, par ramification d'un alpha-1,4- 
glucane en alpha-1 ,6 pour obtenir une structure similaire au glycogene ou a 
I'amylopectine, afin d'ameliorer les qualites des produits alimentaires dans lesquels ils 
sont incorpores et notamment empecher la retrogradation du produit amylace dans 
ces produits alimentaires. L'enzyme branchante peut provenir de sources variees 
comme par exemple animal, plante ou microorganisme. Une solution de substance 
amylacee telle qu'amidon, amylose ou amylopectine, preparee par gelatinisation et 
dispersion, est ainsi soumise a Taction de l'enzyme branchante, puis est melangee 
sans autre traitement, ou si necessaire apres concentration et sechage, avec les 
produits alimentaires souhaites. 

D2 decrit un agglomerat de dextrine obtenu par degradation de I'amylopectine a 
Paide d'une enzyme branchante utilise dans I'industrie alimentaire. Cet agglomerat 
de dextrine se caracterise par une distribution moleculaire en poids tres etroite, une 
masse moleculaire elevee, une solubilite elevee dans Teau, une faible propension a 
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la retrogradation et une absence de pouvoir reducteur. 

Les documents D1 et D2 sont concernes par le meme probleme que la presente 
demande, a savoir la suppression de la retrogradation des substances amylacees 
dans les produits alimentaires. II apparaTt clairement au vu de D1 et D2 que c'est 
bien la teneur en liaisons glucosidiques alpha-1,6 qui empeche le polymere de 
glucose de retrogrades Les parametres donnes dans la presente demande ne sont 
done que descriptifs. En outre, les resultats presentes dans les exemples 1-4 de la 
presente demande ne font que confirmer les resultats de D1 et D2, a savoir I'interet 
d'utiliser des polymeres de glucose branches par rapport a d'autres derives amyles. 
Les produits selon la presente demande et ceux de D1 sont issus de reactifs (enzyme 
debranchante et amidon) et de procedes identiques, et sont par consequent identiques. 

II n'est pas possible de distinguer les polymeres de glucose branches de la presente 
demande de ceux de D1 et D2. En outre, la Demanderesse n'a pas fourni de preuve 
susceptible d'etayer un telle difference. 

La nouveaute de I'objet des revendications 1-9 ne peut done pas etre reconnue 
(Directives lll-4.7a et IV-7.5 PCT). 

2. Activite inventive 

L'objet des revendications 1-9 n'etant pas considere comme nouveau, une analyse de 
I'activite inventive n'est pas necessaire (Article 33(3) PCT). 

3. Application industrielle 

L'objet des revendications 1-9 est susceptible d'application industrielle (Article 34(4) 
a) i) PCT). 

Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande internationale 

1. Lunite de viscosite utilisee dans la revendication 2 et dans la description, a la page 
7, ligne 26, page 12, ligne 32, page 13, ligne 3, page 20, lignes 28 et 32, page 21 , ligne 
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22, page 22, ligne 3, n'est pas exprimee en plus dans les unites visees a la regie 
10.1/a) PCT, c'est-a-dire en mPa.s. 

2. Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat 
de la technique anterieure pertinent expose dans les documents Dl et D2 et ne cite 
pas ces documents. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

1. Les expressions telles que M de preference" ou "en particulier" n'ont pas d'effet 
limitatif sur la portee des revendications 5, 7 et 9, la caracteristique technique suivant 
une telle expression est done consideree comme entierement facultative (Directives 
concernant Texamen preliminaire international selon le PCT, III-4.6). Dans le cas ou 
une protection particuliere etait recherchee pour le mode de realisation prefere ainsi 
vise, elle devrait etre inseree dans une nouvelle revendication dependante au moment 
de I'entree dans la phase regionale. 

2. L'utilisation du terme "substantiellement" rend les revendications 1 et 5 vise a elargir 
I'etendue de la protection recherchee de fagon vague et non precisement definie. II 
n'est en effet pas possible sur la seule base de ce terme de definir le domaine de 
valeurs se rapportant aux liaisons p glucosidiques du polymere selon la presente 
demande. 

3. Les caracteristiques des revendications 3 et 4 ne sont pas mentionnees dans la 
description. 

Dans la revendication 5, le taux de matiere seche compris entre 1 et 50% en poids n'a 
pas de support dans la description (voir page 13, ligne 31 , ou le domaine de valeurs est 
compris entre 2 et 50% en poids). 

La possibility d'utiliser les enzymes de la revendication 6 en melange n'est pas 
mentionee dans la description, a la page 15, lignes 3-5. 

Les revendications 3-6 ne se fondent done pas sur la description, comme Texige 
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I'article 6 PCT. 
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BREVETS 



Expediteur: L'ADMINISTRATION CHARGEE DE 

L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Destinataire: 

NARGOWALLA, Cyra 
CABINET PLASSERAUD 
84, rue dAmsterdam 
75440 Paris Cedex 09 
FRANCE 



3 P. JUIL 



PCT 



NOT FICATION DE TRANSMISSION DU 

jsergu^AffPORT D'EXAMEN preliminaire 

INTERNATIONAL 
(regie 71.1 du PCT) 



Date d'expedition 

(jour/mois/annee) 26.07.2001 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
BCT000031/CN/EBR/SG 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande intemationale No. 
PCT/FR00/01109 


Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
26/04/2000 


Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
30/04/1999 


Deposant 

ROQUh I I b FRERES 



II est notifie au d6posant que radministration charg6e de I'examen pr6liminaire International a 6tabli le rapport 
d'examen preliminaire international pour la demande intemationale et le lui transmet ci-joint, accompagnS, le 
cas 6ch6ant, de ces annexes. 



2. Une copie du present rapport et, le cas ech6ant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication h tous les offices elus. 



3. Si tel ou tel office 6lu I'exige, le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport (k 
I'exclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interesses. 

4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupr&s de chaque office 6lu, le deposant doit accomplir certains actes (d£pdt 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois & compter de la date de priority (ou 
plus tard pour ce qui concerne certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoy§ par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301). 



Losrqu'une traduction de la demande intemationale doit etre remise h un office 6lu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'6tablir la 
traduction en question et de la remettre directement & chaque office 6lu int£ress6. 



Pour plus de precisions en ce qui concerne les delais applicables et les exigences des offices £lus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 



Norn et adresse postale de Padminstration chargee de I'examen 
preliminaire international 


Fonctionnaire autorise 






— Office europeen des brevets 

i8) D-80298 Munich 


Hardy Magliano, N 


\ 




T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Tel.+49 89 2399-8151 
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PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du d6posant ou du 
mandataire 

BCT00003 1 /C N/E B R/S G 


voir la notification de transmission du rapport d 'exam en 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/1PEA/416) 


Demande intemationale n° 


Date du depot international (jour/mois/ann6e) 


Date de priorite (jour/mois/ann^e) 


PCT/FR00/01109 


26/04/2000 


30/04/1999 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C08B30/12 


Deposant 






ROQUb I I b FRERES 







1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conform^ment a Tarticle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



Priorite 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


IS 


VIII 





Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 



d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 
Certains documents cites . 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

09/05/2000' '->■ . V : 



Date d'achevement du present rapport 
26.07.2001 



Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
i'examen preliminaire international: 
— Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Gerber, M 

N° de telephone +49 89 2399 8528 
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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont 6t6 remises 
d I'office recepteur en rSponse a une invitation faite conform6ment a i'article 14 sont considerSes dans le present 
rapport comme "initialement d^posees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elfes ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)) : 

Description, pages: 

1-24 version initiale 

Revendications, N°: 

1-9 version initiale 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete d§pos6e, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la r&gle 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preiiminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas 6cheant), I'examen preiiminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement & I'administration, sous forme 6crite. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que d£pos£e, a §te fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr§es sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Pr6sente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications,* n os : 

□ des dessins, feuilles : 



55.3). 
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5. □ Le present rapport a yty formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6te consid6r6es 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indiqu6 ci-apr^s (r&gle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas 6cheant : 



V. Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 

Non : Revendications 1-9 

Activity inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 1 -9 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-9 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irr6gularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande Internationale, ont 6t£ constat£es : 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarty des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent enticement sur la description : 
voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, l activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1: FR-A-2 499 588 (KABUSHIKI KAISHA. HAYASHIBARA SEIBUTSU 
KAGAKU KENKYUJO) 13 fevrier 1982 

D2: CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 131, no. 11, 1 3 septembre 1999 Columbus, 
Ohio, US; abstract no. 143650, KURIKI TAKASHI ET AL.: 'Application of 
cluster dextrin as food ingredient. 1 XP0021 27630 & NIPPON SHOKUHIN 
SHINSOZAI KENKYUKAISHI, vol. 1, no. 1, 1998, pages 15-22, jp 

1, Nouveaute 

L'objet des revendications 1-9 n'est nouveau par rapport a D1 et D2 (Article 33(2) 
PCT). 

Le document D1 , qui est considere comme I'etat de la technique le plus prdche, decrit 
un procede d'obtention d'un polymere de glucose branche par reaction d'une 
substance amylacee avec une enzyme branchante, par ramification d'un alpha-1 ,4- 
glucane en alpha-1 ,6 pour obtenir une structure similaire au glycogene ou a 
I'amylopectine, afin d'ameliorer les qualites des produits alimentaires dans lesquels ils 
sont incorpores et notamment empecher la retrogradation du produit amylace dans 
ces produits alimentaires. L'enzyme branchante peut provenir de sources variees 
comme par exemple animal, plante ou microorganisme. Une solution de substance 
amylacee telle qu'amidon, amylose ou amylopectine, preparee par gelatinisation et 
dispersion, est ainsi soumise a Taction de l'enzyme branchante, puis est melangee 
sans autre traitement, ou si necessaire apres concentration et sechage, avec les 
produits alimentaires souhaites. 

D2 decrit un agglomerat de dextrine obtenu par degradation de Tamylopectine a 
Taide d'une enzyme branchante utilise dans I'industrie alimentaire. Cet agglomerat 
de dextrine se caracferise par uhe distribution moleculaire en poids tres etroite, une 
masse moleculaire elevee, une solubilite elevee dans I'eau, une faible propension a 
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la retrogradation et une absence de pouvoir reducteur. 

Les documents D1 et D2 sont concernes par le meme probleme que la presente 
demande, a savoir la suppression de la retrogradation des substances amylacees 
dans les produits alimentaires. II apparait clairement au vu de D1 et D2 que c'est 
bien la teneur en liaisons glucosidiques alpha-1,6 qui empeche le polymere de 
glucose de retrograder. Les parametres donnes dans la presente demande ne sont 
done que descriptifs. En outre, les resultats presentes dans les exemples 1-4 de la 
presente demande ne font que confirmer les resultats de D1 et D2, a savoir I'interet 
d'utiliser des polymeres de glucose branches par rapport a d'autres derives amyles. 
Les produits selon la presente demande et ceux de D1 sont issus de reactifs (enzyme 
debranchante et amidon) et de procedes identiques, et sont par consequent identiques. 

II n'est pas possible de distinguer les polymeres de glucose branches de la presente 
demande de ceux de D1 et D2. En outre, la Demanderesse n'a pas fourni de preuve 
susceptible d'etayer un telle difference. 

La nouveaute de I'objet des revendications 1-9 ne peut done pas etre reconnue 
(Directives lli-4.7a et IV-7.5 PCT). 

2, Activite inventive 

Uobjet des revendications 1-9 n'etant pas considere comme nouveau, une analyse de 
I'activite inventive n'est pas necessaire (Article 33(3) PCT). 

3. Application industrielle 

Uobjet des revendications 1-9 est susceptible d'application industrielle (Article 34(4) 
a)i)PCT). 

Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande internationale 

1. L'unite de viscosite utilisee dansia revendication 2 et dans la description, a la page 
7, ligne 26, page 12, ligne 32, page 13, ligne 3, page 20, lignes 28 et 32, page 21, ligne 
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22, page 22, ligne 3, n'est pas exprimee en plus dans les unites visees a la regie 
10.1 /a) PCT, c'est-a-dire en mPa.s. 

2. Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat 
de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 et D2 et ne cite 
pas ces documents. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

1- Les expressions telles que "de preference" ou "en particulier" n'ont pas d'effet 
limitatif sur la portee des revendications 5, 7 et 9, la caracteristique technique suivant 
une telle expression est done consideree comme entierement facultative (Directives 
concernant I'examen preliminaire international selon le PCT, III-4.6). Dans le cas ou 
une protection particuliere etait recherchee pour le mode de realisation prefere ainsi 
vise, elle devrait etre inseree dans une nouvelle revendication dependante au moment 
de I'entree dans la phase regionale. 

2- Utilisation du terme "substantiellement" rend les revendications 1 et 5 vise a elargir 
I'etendue de la protection recherchee de fagon vague et non precisement definie. II 
n'est en effet pas possible sur la seule base de ce terme de definir le domaine de 
valeurs se rapportant aux liaisons p glucosidiques du polymere selon la presente 
demande. 

3. Les caracteristiques des revendications 3 et 4 ne sont pas mentionnees dans la 
description. 

Dans la revendication 5, le taux de matiere seche compris entre 1 et 50% en poids n'a 
pas de support dans la description (voir page 13, ligne 31 , ou le domaine de valeurs est 
compris entre 2 et 50% en poids). 

La possibility d'utiliser les enzymes de la revendication 6 en melange n'est pas 
mentionee dans la description, a la page 15, lignes 3-5. 

Les revendications 3-6 he se fondent done pas sur la description, comme Texige 
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PCT 



REQUETE 



Le soussigne requien que la presence demande 
Internationale soit traitee conformement au Traite de 
cooperation en matiere de brevets. 



Reserve a I'office recepteur 



Demande Internationale n° 



Date du depot international 



Norn de 1' office recepteur et "Demande internationale PCT" 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire l/acultatij) 
( 1 2 caracteres au maximum) 3CTOQOO3I 



Cadre n° I TITRE DE L* INVENTION 

POLYMERES SOLUBLES DE GLUCOSE BRANCHES ET LEUR PROCEDE D'OBTENTION 



Cadre n» II D EPOS A NT 



Nqm et adrcsse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
ojjicielle complete. L adrcsse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pavs de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I 'btat ou le deposam a son domicile si ducun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

ROQUETTE FRERES 
62136 LESTREM 
FRANCE 



□ 



Certe personne est aussi 
inventeur. 



n° de telephone 



n J de telecopieur 



n J de teleimprimeur 



Nationality (nom de rLiat) : FRANCE 


Domicile (nom de I'Etat) : FRANCE 


Cette personne est 1 j tousles Ltats 

deposant pour : | ( designcs 


"yTl tous.les l-iais desienes sauf 1 I les Bats-Unis d'Amerique j 1 les Etats indiques dans 

1 ! les Ltats-Unis d'Amcrique | | seulemeni | | le cadre supplemental 


Cadre n° III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 



Nom et aciresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
ojjicielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si ducun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

CABOCHE Jean-Jacques 
Rue du Pre 

62131 DROUVIN LE MARAIS 
FRANCE 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

| X 1 deposant et inventeur 

\^\ inventeur seulemeni 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de 1* Etat) : FRANCE 


Domicile (nom de I'Etat) : FRANCE 



Cette personne est | I toiis les Etats J I tous les Etaisdesigncssauf r— I les Etats-Unis d'Amerique 1 1 les Gtais indiques dans 

deposant pour : I I designes ( | les Eiais-Unis d'Amerique |X | seulemeni | | le 



: cadre supplemental 



I X J D'autres deposanls ou inventcurs sont indiques sur une feuille annexe. 



Cadre n" IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 



La personne dont I'identitc est donnee ci-dessous est/a ete designee pour agirau nom du ou rrri m „„^.„: r « | 1 

des dcposantsauprisdesautoritesintemationalcscomp^entesrcomine: liJ mandatalr e |_J represemant commun 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation offtcieile 
complete. L 'adresse doit comprendre (e code postal et le nom du pays.) 

NARGOLWALLA Cyra 
CABINET PLASSERAUD 
8 ^ Rue d f Amsterdam 
75^0 PARIS CEDEX 09 
FRANCE 


n* de telephone 

01.^ .63.41.11 


n° de telecopieur 

01.42.80.01.59 


n u de teleimprimeur 



□ Adresse pour la correspondance : cocher cette case lorsque aucun mandataire ni rcpresentant eommun n'est/n'a ete designe 
et que Tespace ci-dessus est utilise pour indiquer une adresse speciale a laquelle la correspondance doit etrc envoyee. 
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Suite du cadre n" III AUTRE(S) DEPOSAiNT(S) OU (AUTR£(S)) liNVENTEU R(S) 



Si aucun des sous-cadres suivants n 'est utilise, cette feu Hie ne doit pas etre incluse dans (a requete. 



Nom et adresse : (Norn de famiile suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
ojficielle complete. L adresse doit comprendre ie code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I ttat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

LOOTEN Philippe 

66 allee de I'Artois • 

59130 LAMBERSAT 

FRANCE 



Cette personne est : 
["] deposant seulemeni 

[ X | . deposant et inventeur 

I ] inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



Nationaiiie (nom de I'Eiai) : 



FRANCE 



Domicile (nom de I'Etat) : FRANCE 



Cette personne est 
deposant pour : 



□ tousles Etats I I tous les Etats designes sauf r^n ks E tats .unis d'Amerique | I les Etats indiques dans 
designes I 1 les Etats-Unis d'Amerique Li — I seulement I 1 le cadre supplemental 



Nom el adresse : (Nom de famiile suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
ojficielle complete. I. adresse doit com prendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
i adresse indiquee dans ce cadre est I r'tat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

PETIT JEAN Carole 

4 , rue Lyderic 

59520 MARQUETTE LEZ LILLE 

FRANCE 



Cette personne est : 

I ] deposant seulement 

I X I deposant et inventeur 

inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



Nationality (nom de I'Etat) : FRANCE 



Domicile (nom de I'Etat) : FRANCE 



Cette personne est 
deposant pour : 



□ tous I" 
desigi 



tous leu Etats | I tous. les Etats designes sauf 
I I ies Etats-Unis d\Amerique 



^ les Etats-Unis d'Amerique | | les Etats indiques dans 
A seulement | | le < 



: cadre supplemental 



Nom et adresse : (Nom de famiile suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officieile complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I ttat oil le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

FLECHE Guy 

15 , rue Gambetta 

59190 HAZEBROUCK 

FRANCE 



Cette personne est : 

j I deposant seulement 

[X I deposant et inventeur 

I I inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



Nationaiiie (nom de I'Etat ) : 


FRANCE 




Domicile (nom de I'Etat) : FRANCE 


Cetie personne est 1 1 
deposant pour : 1 1 


tous les Etats 
designes 


1 | tous. les Etats desienes saut' n7~| les Etats-Unis d'Amerique j I les Etats indiques dans 
I | les Etats-Unis d'Amerique I I seulement [ | !e cadre supplementaire 



Nom et adresse : (Nom de famiile suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
ojficielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I ttat oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

COMINI Serge 

i|2, rue du Beaupre 

59253 LA GORGUE 

FRANCE 



Cette personne est : 

j ] deposant seulemeni 

|x I deposant et inventeur 

I I inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 



Naiionalite (nom de I'Etat) : 



FRANCE 



Domicile (nom de I'Etat) : 



FRANCE 



Cette personne est 
deposant pour : 



□ tousles Etats I 1 lous les Etats desien^s sauf les Etats-Unis d'Amerique | 1 les Etats indiques dans 
designes | | les Etats-Unis d'Amerique I A l seulement | | le cadre supplementaire 



I xl D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une autre feuille annexe. 
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Suite du cadre n" III AUTRE(S) DEPOSA.NT(S) OU (AUTRE(S)) liNVENTEUR(S) 


Si uucun des sous-cadres suivants n 'est utilise, cette feuille ne doit pas etre incluse dans la requete. 


Nom el adresse : (Norn de Jamiile suivi du prenom; pour une ocrsonne morale, designation 
q/Jlcielle complete. L adresse don comprendre (e code postal et le nom du pavs. Le pavs de 
I ad r esse indiquee dans ce cadre est I 'Eta! ou le deposant a son domicile si a'ucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

BACKER Daniel 

330, rue Berthelotte 

62350 SAINT VENA NT 

FRANCE 


Certe personne est : 

| | deposant seuiement 

| X | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de I'Etat) : France 


Domicile (nom de I'Etat) : FRANCE 


CcLie personne est | 1 tousles Etats | 1 tous les uiats Jesigncs sau! les Eiais-Unis d'Amerique 1 1 les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 1 designes 1 1 les Euus-Unis d'Amerique A seu lement 1 1 lc cadre supplemental 


Nom et adresse : (Nom de jamiile suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
affwielle complete, i adresse doit comprendre le code postal et le nom du pavs. Le pavs de 
radresse indiquee dans ce cadre est f'fuut oit le deposant a son domicile si a'ucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

| ~\ deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir (a suite.) 


Nationality (nom de I'Etat) : 


Domicile (nom de I'Etat) : 


Cette personne est 1 1 tous les Elats | | tous. Ics teats desienes sauf 1 1 les Etats-Unis d'Amerique 1 1 les Etats indiques dans 

deposant pour .: ( 1 designes | | ks Etats-Unis d'Amerique I I seulement | | le cadre supplementaire 


Nom el adresse : (Nom de Jamiile suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
offic telle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pavs. Le pavs de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I 'ttat oil le deposant a son domicile si a'ucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

| " [ deposant seuiement 

| "| deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationaiite (nom de I'Etat) : 


Domicile (nom de I'Etat) : 


Cette personne est ( 1 tous les Etats 1 1 tous. les Etats desianes saul" 1 1 les Etats-Unis d'Amerique J 1 les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 I designes | | les Etats-Unis d'A~merique | [seulement | | le cadre supplementaire 


Nom el adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
ojjicielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pavs. Le pavs de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I 'ttat ou lc deposant a son domicile si ducun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

| [ deposant seulement 

| | deposant et inventeur 

| ] inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de I'Etat) : , ;; : .. { \ . 


Domicile (nom de I'Etat) : 


Cette personne est I | tous les Etats ( | tous. les Etats desienes sauf 1 1 les Etats-Unis d'Amerique 1 J les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 I designes | | | C s Etats-Unis d'Amerique | | seulement | | le cadre supplementaire 


[ j D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une autre feuille annexe. 



Eormulaire PCT/RO/IOI (feuille annexe) (juillet 1998: rcimpression janvier 2000) Voir les notes relatives auformutaire de requete 



Cadre n° V DESIGNATION D' ETA 



Feuill 



L'.es designations suivames soni faites conformement a la regie 4. 9. a) (cocker les cases appropriees. 
Brevet regional 

(a ap 



au mo ins doit I etre) : 



[3 EA 
G9 EP 



Brevet ARIPO : CH Ghana. CiM Gambie. K£ Kenya, LS Lesotho. MW Malawi. SD Soudan. SL Sierra Leone. 
SZ Swaziland. TZ Republique-Unie de Tanzajiie. UG Ouganda, ZW Zimbabwe et tout autre Etat qui est un Etat contractant du 
Proiocolc de Harare et du PCT 

Brevet eurasicn : AM Armenie. A Z Azerbaidjan. BY Belarus, KG Kirghizistan. KZ Kazakhstan. MD Repubiique de Moldova. 
RU I-ederaiion de Russie. TJ Tadjikistan. TM Turkmenistan et tout autre Etat qui est un Etat contractant de la Convention sut 
le brevet eurasien et du PCT 

Brevet europeen : AT Autriche. BE Belgique. CH et LI Suisse et Liechtenstein. CY Chvpre. DE Allemaene 
DK Danemark. ES Espagne, FI Finlande, FR France. G B Royaume-Uni. GR Grece, IE Irlande. IT Italic 
LU Luxembourg. MC Monaco. NL Pays-Bas. PT Portugal. SE Suede ei lout autre Etat qui est un Etat contractant de la 
Convention sur le brevet europeen et du PCT 
ED OA Brevet OAPI : BF Burkina Faso. BJ Benin. CF Repubiique cenirafricaine. CC Coneo, Cl Cote d'fvoire 
CiM Cameroun, GA Gabon. GN Guinee, GW Guinee-Bissau. ML Mali. MR Mauritanie. NE Nieer. SN Senegal' 
TD Tchad. TC Togo et tout autre Etat qui est un Etat rnembre de LOAPI et un Etat contractant du PCf (si une auire forme 
de protection ou de traiiement est souhaitee. le preciser sur la tigne pointillee) 



Brevet national (si une autre forme de protection ou de traiiement est souhaitee. le preciser sur la ligne point tilee) : 



a au 

0 AZ 
El BA 
B3 BB 



0 
0 



LR 
LS 
LT 
LU 
LV 
MA 

MD Repubiique dc Moldova 



Liberia 
Lesotho . . 
Lituanie 
Luxembourg 
Lettonie 
Maroc . . . . 



B MG Madagascar 



S MN Mongolie 
(23 MW Malawi . . 
EI MX Mexique 



C3 A£ Emirats arabes unis 

SAL Albanie 

(3 AM Armenie 

0 AT Autriche 

Ausiralie 

Azerbaidjan 
Rosnie-Hcrzegovine 
Barbade 

El BC Bulgaric 0 MK Ex-Republique yougoslave de Macedoine 

El BR Bresil 

(2 BY Belarus 

0 CA Canada 

(X) CH et LI Suisse et Liechtenstein 

E! ON Chine (3 NO Norvege 

El CR Costa Rica 0 iNZ Nouvelle-Zelande . . 

0 CU Cuba 0 PL Pologne 

(XI CZ Repubiique tchequc . . . Q PT Ponugal 

El DE Aliemagne Q RO Roumanie 

(X] DK Danemark El RU Federation de Russie 

S DM Dominique SI SD Soudan 

H EE Estonie 53 SE 

El ES Espagne 0 SG 

(2 FI Finlande 0 SI 

0 CB Royaume-Uni g] SK 

El CD Grenade (xl SL 

(XI CE Georgie El TJ 

0 GH Ghana EI TM 

B GM Gambie El TR Turquie 

0.HR Croalie El TT Trinite-et-Tobago 

0 HU Mongric EI TZ Republique-Unie de Tanzanie 

0 ID Indonesia El UA Ukraine 

Israel El UC Ouganda 

Ind*-* 0 US Etats-Unis d ? Amerique 

Islande 

Japon El UZ Ouzbekistan 

0 KE Kenya El VN Viet Nam 

0 KG Kirghizisian El YU Yougoslavie 

29 KP Repubiique populairc democratique de Coree . EI ZA Afrique du Sud 



Suede 
Singapour 
Slovenie . . . . 
Slovaquie . . . 
Sierra Leone . 
Tadjikistan 
Turkmenistan 



0 IL 
0 liN 
0 IS 
0 JP 



S KR Repubiique de Coree 



S KZ Kazakhstan au PCT apres la publication^ la presente teuille : 



El ZVV Zimbabwe 

Cases reservees pour la designation d'Etats qui sont devenus parties 



83 LC Sainte-L ucie 
H LK Sri Lanka 



EI . DZ. .Alger.ie 

0 . AG .Antigua, e.t. .Barbuda. 



Declaration concernant les designations de precaution : outre les designations faites ci-dessus ? fedeposant faitaussic 
a la regie 4.9. b) toutes les designations qui seraient autorisees en venu du PCT, a I'exception de toute designation indique 



conformement 
indiquee dans le cadre 



supplementaire comme etant exclue de la portee de cette declaration. Le deposant declare que ees designations additionnelles sont 
Taites sous reserve de confirmation et que toute designation qui n'est pas confirmee avant ('expiration d'un delai de I 5 mois a compter 
de la date depriorite doit etrc considered comme retiree par le deposanla I* expiration dece delai. (La confirmation (ycompris les taxes) 
doit parx enir a ( office recepteur dans le delai de 1 5 mois.) 



Formulaire PCT/RO/IOI (deuxiemc feu i He) (janvier 2000) 



Voir les notes relatives au formulaire de requite 
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Date de depot 
(Jour/nwis/annee) 


Numero 
In ripmnnrit* nnitirietire 

d 


Lorsque la demande anterieure est unc : 


demande nationale : 
pays 


demande regionale :* 
otTtce regional 


demande intemationale : 
office recepteur 


0) 30.04.99 
30 avril 1999 


99 05523 


FRANCE 






(2) 










(3) 











Cadre n" VI 



REVINDICATION DEWlORiTE 



DE^flC 



Feuiile n a .5 



□ 



ind 



# 



evendications de priorite sont 
dans le cadre supplemental. 



□ 



L office recepteur est prie de preparer et de transmettre au Bureau international une copie cenifiee conforme de laou des demandes 
anterieures (seulemeni si ia demande anterieure a ete deposee aupres de I 'office qui, aux fins de 

la presente demande Internationale, esi {'office recepteur) indiquees ci-dessus au(x) point(s) : 



* Si la demande anterieure est une demande ARIPO. il est obiigatotre d'indiquer dans le cadre supplemental au moins un pays partie a ia Convention 
de Paris pour (a protection de la proprtete industrielle pour lequei c*tte demande anterieure a ete deposee (regie 4J0.b)ii)). i'oir le cadre supplementaire. 



Cadre n u VII ADMINISTRATION CHARGEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de ('administration chargee de la recherche 
Internationale (ISA) (si plusieurs administrations 
chargees de la recherche Internationale sont competentes 
pour proceder a la recherche Internationale, indiquer 
I 'administration choisie: le code a deux lettres peut etre 
utilise) : 

ISA/ EP 



Demande d'utilisation des resultats d'une recherche anterieure; mention de 
cette recherche (si une recherche anterieure a ete effectuee par I' administration 
chargee de la recherche intemationale ou demandee a cette derniere) : 

Date Ijour/mois/annee) Numero Pays (ou office regional) 



21.01.2000 



FA 576085 



FRANCE 



Cadre n° VIII BORDEREAU; LANCUE DE DEPOT 



La presente demande intemationale conticnt 
le nombre de feuilles suivant : 



requetc 

description (sauf partie reservee 
au listage des sequences) 

revendications 

abrege : 

dessins : 

partie de la description reservee 
au listage des sequences : 

Nombre total de feuilles 



24 

3 

1 



33 



Le ou les elements coches ci-apres sont joints a la presente demande intemationale : 

1 . (XI feuiile de calcul des taxes 

2. □ pouvoir distinct signe suivent 

3. □ copie du pouvoir general; numero de reference, le cas echeam : 

4. □ explication de ! 'absence d'une signature 

5. □ document(s) de priorite indique(s) dans le cadre n° VI au(x) point(s) : Suit 

6. □ traduction de la demande intemationale en (langue) : 

7. □ indications separees concernant des micro-organismes ou autre materiel 

biologique deposes 

8. □ listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines sous forme 

dechiffrabie par ordinateur 

9. H autres elements (preciser) : copie du Rapport de Recherche 



Figure des dessins qui 
doit accompagner rabregc : 


Langue de depot de la . 
demande intemationale : frangais 


Cadre n* IX SIGNATURE DU DEPOSANT OU DU MAN DATA I RE 



A cote de chaque signature, indiquer le nom du si gnat a ire et. si cela n apparait pas clairement a la lecture de la requete. a quel litre I interesse signe. 

•Paris, le 26 avril 2000 
'NARGOLWALl'A Cyra . // rf / 

1 Is — - — ; — 



Reserve a T office recepteur 



1 . Date effective de reception des pieces supposees 
constituer la demande intemationale : 



3. Date effective de reception, rectifiee en raison de la reception ulte- 
rieure. mais dans les delais. de documents ou de dessins completant ce 
qui est suppose constituer la demande intemationale : 



4. Date de reception, dans les delais, des corrections 
demandees selon 1'article 1 1.2) du PCT : 



2. Dessins : 
\ I recus : 



□ 



non recus : 



5. Administration chargee de la recherche,.,,-,..,, 
intemationale (si plusieurs sont competentes)-:, .' ioA / 



□ Transmission de la copie de recherche differee 
jusqu'au paiement de la taxe de recherche. 



Reserve au Bureau international 



Date de reception de I'exemplaire 
original par le Bureau international : 



Formulaire PCT/RO/IOl (derniere feuiile) (juillet 1998; reimpression janvicr 2000) Voir les notes relatives au formulaire de requete 
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/« Cede jeuille ne jail pas pax/m^de la demande Internationale ni ne compte com me une fe utile de celle-ci. 



PCT 



FEU1LLE DE CALCUL DES TAXES 
Annexe de la requete 



Reference du dossier du 

dsposam ou du mandataire BCT000031 /CT/EBR/SG 



Reserve a I'olTice recepteur 



Demande internationale n J 



Timbre a date de i'oiTice recepteur 



Deposant 



ROQUETTE FRERES 



CALCUL DES TAXES PRESCRITES 
i. TAXE DE TRANSMISSION . . . 



4 00 



TAXE DE RECHERCHE 

Recherche international a efTectuer par 

(Si plusieurs administrations chargees de la recherche Internationale sont 
compe rentes en cc qui concerne la demande Internationale, inscrire le nam de celle 
qui est choisie pour to recherche Internationale.) 

TAXE INTERNATIONALE 

Taxe de base 

La demande internationale contient 



6.198,79 



33 



leu i lies. 



30 premieres leuilles 

3 x 

feu i lies suivantes 



1 2.682.86 



bl 



59,04 



montant additionnel 



177,12 



b2 



Additionner les momants portes dans les cadres 
b I ci b2 st inscrire le total dans le cadre B . . . 



1 2.859,98 



= I H. 617, 92 



Taxes de designation 

La demande internationale contient 85 designations. 

8 x 577,24 

nombre dc taxes de montant de la laxc de designati 

designation dues (maximum 3) 

Additionner les montants portes dans les cadres B et D, el 

inscrire le total dans le cadre I 

(Les deposants de certains Etats ont droit a une reduction de 75 % sur la taxe 
internationale. Lorsque le deposant a (on tous les deposants ont) droit a cette 
reduction, la somme devant figure r sous / est egale a 25 % de la somme des 
montants figurant sous 8 el D. J 

TAXE AFFERENTE AU DOCUMENT DE PRIORITE (le cas echeantj . 

TOTAL DES TAXES DUES 

Additionner les montants portes dans les cadres 

T. S. I et f\ et inscrire le resultat dans le cadre TOTAL 



7.^77,90 



m .076,69 



TOTAL 



I ] Les taxes de designation seront payees uiterieurement. 



MODE DE PAIEMENT 

f "1 automation de debiter un compte | I traite bancaire 

* de depot (voir ci-dessous) ' 1 

P~j cheque Q especes 

[ | mandat postal j^J timbres fiscaux 



|^ 1 coupons 

| | autres (preciser): 



AUTORISATION CONCERlN'ANT UN COM PTE DE DEPOTS offices recepteurs ne permettent pas tous iutilisation de ce mode de paiement) 
L 'office recepteur/ 

(cette case ne peut etre cochee que si les conditions relatives aux comptes de depot etablies par I' office 
recepteur le permettent) est autorise a debiter mon compte de depot de tout montant manquant - ou a le 
crediter de-tout cx cedent - dandle paiement du total des taxes indique ci-dessus. 

est autorise a debiter mon compte de depot du montant de la taxe aflerente a I'etablissement du document 
de priorite et a sa transmission au Bureau international de I'OMPL 



| I est autorise a debiter mon compte de depot du total des taxes indique ci-dessus. 

□ 



□ 



Nume>o du compte de depot 



Date (jour/mois/annee) 



Signature 



Formulaire PCT/RO/101 (Annexe) (Janvier 2000) 



Voir les notes relatives a la feuille de calcul des taxes 
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TRAITE D^koPERATION EN MATIERE DE 

PCT 



VETS 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

BCT000031 


POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche intemationale 
i i-wwn «vi (formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, la point 5 ci-apres 
ADONNER 


Demande intemationale n° 

PCT/FR 00/01109 


Date du depot international (jour/mois/ann6e) 

26/04/2000 


(Date de priorite (la plus anctenne) 
(jour/mois/annSe) 

30/04/1999 


Deposant 

ROQUETTE FRERES 



La present rapport de recherche intemationale, etabli par radministration chargee de la recherche intemationale, est transmis au 
deposant confbrmement a I'artjcle 18. Une copie en est trans mise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche intemationale comprend g 



|T| II est aussi accompagne cfune copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



du 

a. En ce qui conceme la langue, la recherche intemationale a ere effectuee sur ta base de la demande intemationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point 

Q la recherche intemationale a ete effectuee sur la base cTune traduction de la demande intemationale remise a radministration. 

b. En ce qui conceme lea sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande intemationale (le cas echeant), 
la recherche intemationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
| | co menu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande intemationale, sous forme dechiffrabie par ordinateur. 

remis urterieurement a radministration, sous forme ecrite. 

remis urterieurement a ^administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et foumi urterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete foumie. 

La declaration, selon laquelle les informations en registries sous forme dechiffrable par ordinateur sorrt identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete foumie. 



2. 
3. 



| | II a ete estfme que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas falre I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
[ | II y a absence d' unite de I'lnventlon (voir le cadre II). 



4. En ce qui conceme te tltre, 

PH le texte est approuve tel qull a ere remis par le deposant 

Q Le texte a ete etabli par radministration et a ta teneur suivante: 



En ce qui conceme I'abrege, 

ry] le texte est approuve tel qu'il a et6 remis par le deposant 

l — | le texte (reproduit dans le cadre III) a et6 etabli par radministration confbrmement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
LJ presenter des observations a radministration dans un deMai cfun mors a compter de la date d'expeclition du present rapport 



de recherche intemationale. 
6. La figure des deselns a pubtier avec I'abrege est la Rgure n° 



n suggeree par le deposant. □ Aucune des figures 

l — 1 n'estapublier. 

j^J parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 
PI parce que cette figure caracrerise mieux I'invention. 



Formulaire PCT/ISA/2 10 (premiere feuille) Quillet 1998) 
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RAPPORT DE Rl 



RCHE INTERNATIONALE 



^^^nande 

^:t/f 



Internationale No 

T/FR 00/01109 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE , 

CIB 7 C08B30/12 C12P19/16 



Seion ia classification Internationale dea brevets (CIB) ou a tafote selon la classification Rationale et la CIB 



a DOMA1NES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mlnbnaJe consultee (systeme de classification suM des symboles de classement) 

CIB 7 C08B C12P 



Documentation consultee autre que la documentation mlnimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porta la recherche 



Base de donnees electron ique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donneee, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal, CHEM ABS Data, WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie * Identification des documents cites, avec, le cas echeant, (Indication des passages pertinents 



no. des r 



FR 2 499 588 A (KABUSHIKI KAISHA. 
HAYASHIBARA SEIBUTSU KAGAKU KENKYUJO) 
13 fevrier 1982 (1982-02-13) 
page 2, ligne 20 -page 3, ligne 13 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 131, no. 11, 

13 septembre 1999 (1999-09-13) 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 143650, 

KURIKI TAKASHI ET AL.: "Application of 

cluster dextrin as food ingredient." 

XP002127630 

abrege 

& NIPPON SHOKUHIN SHINSOZAI KENKYUKAISHI , 

vol. 1, no. 1, 1998, pages 15-22, 

JP 



1-7,9 



| j Voir la 



suite du cadre C pour la fin de la fete dee documents 



El 



Les documents de families de brevets sont incflquea en annexe 



• Categories speciales de documents cites: 

"A" document defintesant I'etat general de ia technique, non 

considers com me particulierement pertinent 
a E* document anterieur, mala publie a la date de depot International 

ou apres oette date 
"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 

priorite ou cite pour determiner ia date de publication cTune 

autre citation ou pour une raison epeciale (telle qu'lndiquee) 
■O" document se referant a une divulgation orate, a un usage, a 

une exposition ou tous autres mo yen a 
•P" document publie avant la date de depot International, ma is 

posterieurernent a la date de priorite revendiquee 



nt utterieur publie apres la date de depot international ou la 
i priorite et n'appartenenant pas a Tetat de la 



document i 
date de t 

technique pertinent, mate cite pour oomprendre le principe 
ou la theorie constituent la base de I Invention 



"X" document particulierement pertinent; I'lnven tion revendiquee ne peut 
etre consideree com me nouvelle ou comma impHquant une actlvrte 
inventive par rapport au document considers isoiement 

"Y" document particulierement pertinent; I'lnven tion revendiquee 
ne peut etre consideree com me impliquant une activity Inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieure autres 
documents de memo nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 
document qui fait partle de la meme famille de brevets 



Date a iaquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 



2 aoQt 2000 



Date rfexpodWon du present rapport de recherche Internationale 



09/08/2000 



et adresse postale de Tadministration chargee de la recherche intemationaJe 
Office European des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HV Rljswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 



FonctJonnaJre autonse 



Mazet, 0-F 



Formulate PCT/I8A/210 ((teuxknTM laulle) (Juliet 1962) 
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(USPTO) 



PATENT COOPERATION TI 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



J I 



Applicant's or agent's file reference 
BCT000031 


SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 


International filing date {day/month/year) 


Priority date {day/month/year) 


PCT/FR00/01109 


26 April 2000 (26.04.00) 


30 April 1999 (30.04.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C08B 30/12 






Applicant 


ROQUETTE FRERES 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


IEI 


VIII 





Date of submission of the demand 

09 May 2000 (09.05.00) ;., 


Date of completion of this report 

26 July 2001 (26.07.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 
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international application No. 
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT | PCT/FROO/0 1 1 09 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 

\)x(\ the description: 

pages [ 1^24 , as originally filed 

pa g es , filed with the demand 



pages 



, filed with the letter of 



the claims: 



pages 



1-9 , as originally filed 



pages , as amended (together with any statement under Article 1 9 

pages » filed with the demand 

pages , filed with the letter of 



j j the drawings: 

pages . as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 

| | the sequence listing part of the description: 

pages , as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

| | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23 . 1 (b)). 
[ | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

| | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I | contained in the international application in written form. 

| | filed together with the international application in computer readable form. 

| j furnished subsequently to this Authority in written form. 

| | furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

| ] The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 

international application as filed has been furnished. 
| | The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been furnished. 

4. [~J The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



| — I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
5 - 1 — I beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (July 1998) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ational application No. 
PCT/FR 00/01109 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-9 



1-9 



1-9 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents; 



Dl: FR-A-2 4 99 588 (KABUSHIKI KAISHA. HAY A SHI B ARA 
SEIBUTSU KAGAKU KENKYUJO) 13 February 1982 



D2: CHEMICAL ABSTRACTS, Vol. 131, No. 11, 

13 September 1999 Columbus, Ohio, US, Abstract 
No. 143650, KURIKI TAKASHI ET AL: "Application 
of cluster dextrin as food ingredient.' 7 
XP002127630 & NIPPON SHOKUHIN SHINSOZAI 
KENKYUKAISHI, Vol. 1, No. 1, 1998, pages 15-22, 

jP 



Novelty 

The subject matter of Claims 1-9 is not novel over 
Dl and D2 (PCT Article 33(2)). 



Document Dl, which is considered to be the closest 
prior art, describes a method for producing a 
branched glucose polymer by reacting an amylaceous 
substance with a branching enzyme, by means of 
conversion of an alpha-1 , 4-glucan into alpha-1, 6 by 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



V 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ttional application No. 
PCT/FR 00/01109 



branching in order to produce a structure similar to 
that of glycogen or an amylopectin and thereby to 
enhance the qualities of the food products into 
which they are incorporated and, in particular, to 
prevent retrogradation of the amylaceous material in 
these food products. The branching enzyme can come 
from a variety of sources such as, for example, 
animal, plant or microorganism sources. A solution 
of an amylaceous substance, such as starch, amylose 
or amylopectin, prepared by gelatinisation and 
dispersion, is thus exposed to the branching enzyme, 
and is then mixed with the desired food products, 
without first undergoing any other treatment or, if 
necessary, after concentration and drying. 

D2 describes a dextrin cluster used in the food 
industry and produced by means of amylopectin 
breakdown using a branching enzyme. This dextrin 
cluster is characterised by a very narrow molecular 
weight distribution, high molecular weight, high 
solubility in water, very low tendency to retrograde 
and a lack of reducing power. 

Documents Dl and D2 relate to the same problem as 
the present application, namely, that of preventing 
retrogradation of amylaceous substances in food 
products. In light of Dl and D2, it is clear that 
it is indeed the level of alpha-1 , 6 glucoside bonds 
that prevents the glucose polymer from retrograding. 
It follows that the parameters in the present 
application are merely descriptive. Furthermore, 
the .results presented in Examples 1-4 of the present 
application merely confirm the results of Dl and D2, 
namely, the advantage of using branched glucose 
polymers in comparison with other amyl derivatives. 



Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



MIMtional application No. 
PCT/FR 00/01109 



The substances as per the present application and 
those of Dl are produced using identical methods and 
rea g en ts (debranching enzyme and starch) and are 
therefore identical . 

The branched glucose polymers of the present 
application cannot be distinguished from those of Dl 
and D2. Moreover, the applicant has not provided 
any information that could substantiate such a 
difference . 

It follows that the subject matter of Claims 1-9 
cannot be considered to be novel (the PCT Guidelines 
III-4.7a and IV-7.5) . 

2 . Inventive step 

Since the subject matter of Claims 1-9 is not 

considered to be novel, it is not necessary to 
examine the inventiveness thereof (PCT Article 
33 (3) ) . 

3. Industrial applicability 

The subject matter of Claims 1-9 is industrially 
applicable (PCT Article 34 (4) (a) (i) ) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



"l^^^tional application No. 
PCT/FR 00/01109 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. The unit of viscosity used in Claim 2 and in the 
description (page 7, line 26; page 12, line 32; 
page 13, line 3; page 20, lines 28 and 32; page 21, 
line 22; page 22, line 3) is not additionally 
expressed in terms of the units stipulated by PCT 
Rule 10.1 (a) and (b) , that is, in mPa.s. 

2. Contrary to the requirements of PCT Rule 

5.1(a) (ii), the description does not indicate the 
relevant prior art disclosed in documents Dl and 
D2, nor does it cite said documents. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



I^^^tional application No. 
PCT/FR 00/01109 



VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The expressions such as "pref erably" or "in 
particular 7 ' do not have a limiting effect on the 
scope of Claims 5, 7 and 9 and, as a result, the 
technical feature following an expression of this 
kind is considered to be entirely optional (PCT 
International Preliminary Examination Guidelines, 
III-4.6). If specific protection were to be sought 
for the preferred embodiment claimed in this manner, 
it should be included in a new dependent claim when 
the application enters the regional phase. 

2. The use of the term " substantially" in Claims 1 and 
5 attempts to broaden the scope of protection sought 

j in a manner which is vague and not clearly defined. 

Indeed, it is not possible on the basis of this term 
alone to define the range of values relating to the 
P glucoside bonds of the polymer as per the present 
application. 

3. The features of Claims 3 and 4 are not mentioned in 
the description. 

In Claim 5, the dry matter content of between 1 and 
50 % by weight is not supported by the description 
( See page 13, line 31 where the range of values is 
of between 2 and 50 % by weight) . 

The option of using the enzymes of Claim 6 in a 
mixture is 'not • mentioned in the description, page 
15, lines 3-5. 



Form PCTAPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



THIS PAGE BLAMK (USPTO) 
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tional application No. 
PCT/FR 00/01109 



VIII. Certain observations on the international application 

It follows that, contrary to the requirements of PCT 



Article 6, Claims 3-6 are not supported by the 
description . 
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ORGANISATION MOND1ALE DE LA PROPRIETE TNTELLE* 
Bureau international 



:CT^l^: 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 7 
C08B 30/12, C12P 19/16 
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(57) Abstract 

The invention relates to glucose soluble polymers which do not substantially contain any /? glucosidic bonds, characterized in that 
they comprise 2.5 -10 % o/-l,6 gluocosidic bonds, have a very low or zero tendency to retrograde in an aqueous solution determined 
according to a test A, possess an MP which is determined according to a test C having a median value of the distribution profile of the 
molecular masses ranging from 104 and 105 Daltons and have a reducing sugar content that is at most 9 %. 

(57) Abrege 

L'invention a pour objet des polymeres solubles de glucose branches ne contenant substantiellement pas de liaisons /? glucosidiques, 
caract£ris6s par le fait qu'ils pr6sentent entre 2,5 et 10 % de liaisons glucosidiques a-1 ,6, une tendance tres faible ou nulle a la rdtrogradation 
en solution aqueuse, d£termin6e selon un test A, un Mp determine* selon un test C a une valeur centr6e du profil de distribution des masses 
moteculaires compris entre 10 4 et 10 8 daltons et une teneur en sucres r6ducteurs au plus egale a 9%. 
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POLYMERES SOLUBLES DE GLUCOSE BRANCHES 
ET LEUR PROCEDE D ' OBTENTION 

L' invention a pour objet des polymeres solubles de 
5 glucose branches ne contenant substantiellement pas de 
liaisons (3 glucosidiques , qui presentent des teneurs 
particulieres en liaisons glucosidiques a-1,6, une 
excellente stabilite en solution exprimee par leur faible 
tendance a la retrogradation et une remarquable 
10 distribution des poids moleculaires dans un intervalle 
compris entre 10 4 et 10 8 daltons. 

Ces polymeres solubles de glucose branches presentent 
par ailleurs une faible teneur en sucres reducteurs et une 
faible viscosite. 
15 L' invention concerne egalement un procede de 

fabrication desdits polymeres solubles de glucose branches. 
Elle vise encore des compositions comprenant de tels 
polymeres solubles de glucose branches qu'il est possible 
d'utiliser dans de nombreuses applications industrielles et 
20 notamment dans les industries alimentaires . 

Au sens de 1' invention, les polymeres solubles de 
glucose branches ne contenant substantiellement pas de 
liaisons (3 glucosidiques sont des polymeres de glucose lie 
en a-1,4 et presentant de nombreux points de ramification 
25 (encore appeles points de branchement) en cc-1,6, et moins 
de 5 % de branchement en p, c'est-a-dire en p-1,2, (3-1,3, 
(3-1,4 ou (3-1,6. 

Les polymeres du glucose classiquement accessibles 
industriellement sont notamment issus des amidons naturels 
30 ou hybrides et de leurs derives. 

Generalement, 1 ' amidon est constitue de deux 
polymeres, l'amylose et 1 ' amylopectine . L'amylose est la 
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fraction renfermant des homopolymeres lineaires de glucose 
lies en a-1,4 et quelques points de branchement en a-1,6. 
L ' amy lopec tine est quant a elle la fraction ramifiee, 
constitute de chaines lineaires de glucose en a-1,4 reliees 
a d'autres chaines lineaires de glucose en a-1,4 par des 
points de ramification en cc-1,6. 

L ' association de ces deux homopolymeres, empaquetes 
sous la forme de granules d'amidon tres bien structures, 
constitue la reserve de source carbonee de la plante. 

L'amidon produit dans chaque plante est constitue 
d'un pourcentage variable en chacun de ses constituants 
amylose et amylopectine, voire meme d'une distribution 
particuliere des poids moleculaires de chacun desdits 
homopolymeres de glucose. Ce qui explique la raison pour 
laquelle les divers amidons et leurs derives sont 
habituellement classes en fonction de leur origine 
botanique. 

Les proprietes f onctionnelles des amidons et de leurs 
derives sont en outre directement fonction de leur contenu 
en amylose et amylopectine . Ainsi, lorsque 1 ' on chauffe une 
suspension d'amidon au dela de la temperature de 
gelatinisation, le granule d'amidon gonfle, et 1' amylose se 
solubilise pref erentiellement . Cependant, lors du 
ref roidissement de la suspension, les homopolymeres de 
glucose retrogradent , rapidement pour 1' amylose (quelques 
heures) , et de maniere plus lente pour 1 ' amylopectine 
(quelques jours) . 

Or, les specialistes du domaine de 1 ' utilisation des 
amidons et des derives de l'amidon en industrie alimentaire 
s'accordent a dire que ce phenomene de retrogradation 
affecte la texture des aliments, et en diminue la duree de 
vie . 
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II est connu de rendre plus acceptables ces produits, 
en les preparant a partir de produits amylaces riches en 
amylopectine, et done par exemple a partir des varietes 
waxy. Cependant, la stability des gels et liants obtenus a 
partir desdits produits amylaces riches en amylopectine 
n'est pas suffisante pour les besoins des industries 
alimentaires , ou il est parfois necessaire d' avoir une 
duree de stockage de plusieurs mois. 

Une premiere solution consiste a stabiliser les 
homopolymeres de glucose, et ce grace a des agents 
chimiques. Cette operation est la plupart du temps 
effectuee par la mise en oeuvre de reactions 
d' esterif ication ou d ' etherif ication . II peut s ' agir 
notamment de reactions d ' acetylation ou d 'hydroxy - 
propylation. En outre, pour obtenir les proprietes de 
texture et de viscosite souhaitees, ces reactions sont 
souvent associees a une reaction de reticulation. 

Ces modifications conferent alors des proprietes 
rheologiques remarquables aux amidons , les rendant plus 
resistants aux traitements mecaniques tels le cisaillement , 
ou aux milieux acides . L ' acetylation ou 1' hydroxy- 
propylation conferent en outre une bonne stabilite au 
stockage apres cuisson, notamment a basse temperature. 

Cependant, les produits ainsi obtenus presentent 
1 ' inconvenient d'avoir ete traites chimiquement , ce qui est 
souvent mal pergu par les consommateurs . 

Une seconde solution consiste a isoler 1 ' amidon a 
partir de plantes dont certains genes impliques dans la 
biosynthese de 1 ' amidon ont ete alteres, ce qui confere aux 
amidons ainsi modifies des proprietes particulieres . 

II peut s'agir de varietes mutantes ou hybrides, 
af fectees au niveau des genes waxy (wx) , amylose extender 
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(ae) , dull (du) , opaque (o) shrunken (sh) , brittle (bt) , ou 
sugary (su) . 

Le brevet 4.7 67.849 decrit ainsi 1'amidon extrait 
d'une variete de mais homozygote pour le genotype 
waxy/ shrunken- 1 , qui confere aux amidons granulaires ainsi 
obtenus des proprietes de stabilite a la retrogradation en 
cycles de congelation/decongelation (classiquement appeles 
cycles de gel/degel) equivalents aux amidons modifies 
chimiquement . Cependant, ces varietes obtenues par 
croisement entre deux varietes de genotype waxy et shrunken 
ne presentent qu'une teneur en amidon comprise entre 1 et 
20 % de la teneur en amidon normalement synthetisee par les 
varietes dites de type sauvage. 

II peut s'agir egalement de plantes genetiquement 
modifiees, obtenues par modification ciblee d'un gene ou 
d'un ensemble de genes codant pour des enzymes intervenant 
dans la biosynthese de 1'amidon. Les strategies 
d' extinction ou d' amplification genique dans la plante, des 
genes codant par exemple pour les enzymes de debranchement 
ou de branchement de 1'amidon propres a la plante, ou 
d'origine exogene, tels les genes de biosynthese du 
glycogene des bacteries, ont ete abondamment decrites. 

Cependant, force est de constater, comme dans le cas 
des plantes mutantes ou hybrides, que si les amidons ainsi 
modifies presentent des proprietes equivalentes aux amidons 
modifies chimiquement, les teneurs en amidon des plantes 
ainsi obtenues sont loin d'etre industriellement 
satisf aisantes . 

Une premiere alternative a ces procedes consiste a 
utiliser des enzymes de type a-amylase, oc-amylase, 
pullulanase, iso-amylase pour modifier in vitro les amidons 
natifs afin de leur conferer certaines des proprietes des 
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amidons modifies chimiquement . II n'y a done normal ement 
plus de problemes lies aux quantites mises en asuvre . 

La demande de brevet EP 539.910 decrit ainsi un 
procede de preparation de granules d' amidon modifie par un 
traitement a l'cx-amylase, pour obtenir des produits de 
moindre viscosite. Cependant, ce procede ne vise qu'a 
alterer la structure du granule d'amidon, sans en modifier 
profondement les constituants . 

Le brevet EP 574.721 decrit la preparation d'un 
produit amylace a haute teneur en amylopectine stable, en 
n'utilisant pas de traitement chimique proprement dit, mais 
en effectuant une reaction d'hydrolyse controlee a la |3- 
amylase sur un amidon granulaire natif. 

Le produit ainsi prepare presente alors une absence 
de synerese et de modification de viscosite dans le temps, 
et est stable au gel/degel. Cependant, ce procede necessite 
une etape de traitement thermique prealable, a une 
temperature comprise entre 65 et 75°C / pour gelatiniser 
1' amidon avant de realiser 1'hydrolyse enzymatique 
proprement dite. De plus, il est surtout necessaire de 
controler le taux d'hydrolyse pour le limiter a une valeur 
comprise entre 5 et 20 %. 

Une autre alternative aux procedes visant a modifier 
chimiquement les amidons natif s, ou a extraire des amidons 
natifs possedant des proprietes d'amidons modifies a partir 
de plantes mutantes, hybrides ou genetiquement modifiees, 
consiste a introduire in vitro de nouveaux points de 
branchement dans 1 ' amidon . 

II s'agit alors de conduire un remaniement des 
chaines d ' amylopectine ou d'amylose, plutot que de mettre 
en oeuvre des reactions de stabilisation et/ou de 
reticulation comme indique precedemment . 
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Deux techniques sont habituellement mises en oeuvre. 
La premiere utilise des moyens thermiques , la seconde des 
enzymes purifiees de biosynthese du glycogene et/ou de 
l'amidon, telles les enzymes de branchement du glycogene ou 
de l'amidon, responsables respectivement de la synthese des 
points de ramification en oc-1,6 du glycogene, ou des points 
de ramification en cc-1,6 de 1 ' amylopectine et des quelgues 
points de branchement de l'amylose. 

La demande de brevet WO 95/22562 decrit par exemple 
des dextrines de type amidon, caracterisees par leur poids 
moleculaire compris entre 15. 10 3 et 10 7 daltons, et un 
degre de branchement compris entre 2 et 8 %, obtenues par 
le traitement, en conditions acides (acide 

orthophosphorique a 0,17 % en poids d'amidon) et a une 
temperature comprise entre 110 a 140°C pendant de 1 a 15 h, 
d'amidon granulaire natif, notamment de la fecule de pomme 
de terre. 

La composition ainsi obtenue est destinee aux 
sportifs comme apport energetique apres un effort physique. 
Cependant, ce traitement est long et tres lourd a mettre en 
oeuvre, et il conduit a des polymeres de glucose qui 
renferment, outre une teneur elevee en liaisons a-1,6 (de 
preference comprise entre 3 et 7 %), de nouveaux types de 
liaisons qui n' existent pas normalement dans l'amidon 
natif. Les analyses par resonance magnetique nucleaire 
(RMN) revelent en effet des liaisons de type p-1,4, (3-1,6, 
et des liaisons a autres qu'en a-1,4 et en a-1,6. 

De tout ce qui precede, il resulte qu'il y a done un 
besoin non satisfait de disposer, d'une part, de polymeres 
de glucose presentant des proprietes remarquables , 
notamment en terme de stabilite, de solubilite et 
eventuellement de viscosite et conferant par la meme aux 
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produits qui les contiennent des capacites plus grandes de 
durees de vie et de digestibilite, et d' autre part, de les 
obtenir sans utiliser de techniques chimiques ou physiques, 
ni d' avoir recours a des extractions a partir de plantes 
mutantes ou genetiquement modifiees. 

La societe Demanderesse a eu le merite de concilier 
tous ces objectifs reputes jusqu'alors dif f icilement 
conciliables en imaginant et elaborant, au prix de 
nombreuses recherches , de nouveaux types de produits a 
savoir de nouveaux polymeres solubles de glucose branches 
ne contenant substantiellement pas de liaisons p 
glucosidiques . 

Les polymeres solubles de glucose branches ne 
contenant substantiellement pas de liaisons J3 glucosidiques 
conformes a 1' invention sont ainsi caracterises par le fait 
qu'ils possedent entre 2,5 et 10 % de liaisons 
glucosidiques a-1,6, une tendance tres faible ou nulle a la 
retrogradation en solution aqueuse, determinee selon un 
test A et un Mp determine selon un test C a une valeur 
centree du profil de distribution des masses moleculaires 
comprise entre 10 4 et 10 a daltons. 

Les polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention presentent par ailleurs une faible teneur en 
sucres reducteurs, au plus egale a 9 % et une viscosite 
determinee selon un test B, pour 3 g de produit sec, au 
plus egale a 5.000 cP. 

La teneur en liaisons glucosidiques a-1,6 des 
polymeres solubles de glucose branches conformes a 
1' invention, determinee par analyse RMN du proton, est de 
2,5 a 10 %, exprimee en nombre de liaisons a-1,6 par 
rapport au nombre total de liaisons glucosidiques cx-1,4 et 
a-1,6 des dits polymeres de glucose branches. 
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Cette teneur en liaisons glucosidiques a-1, 6, confere 
a tout polymere de glucose conf orme a 1 ' invention une 
structure particuliere, en termes de degre de ramification 
et/ou de longueurs de chaines ramifiees en regard de 
l'amidon ou du derive d' ami don dont il est issu. 

Les polymeres solubles de glucose branches conformes 
a 1' invention presentent egalement une faible tendance a la 
retrogradation en solution aqueuse, determinee selon un 
test A. Ce test consiste a etablir 1' aptitude a la 
retrogradation d'un produit donne au cours de cycles 
repetes de gel/degel. 

La retrogradation observee du produit, et 1 ' enthalpie 
de destructuration du produit qui a pu retrograder, 
determinee par Analyse Calorimetrique Dif f erentielle, 
renseignent done sur la stabilite du produit considere. 

Le test A consiste plus precisement a effectuer une 
preparation aqueuse du produit a tester a 40 % de matiere 
seche. On effectue differents prelevements dans des 
creusets hermetiquement clos. L' ensemble des creusets est 
porte pendant 15 min a une temperature de 100°C pour 
realiser la gelatinisation ou la mise en solution, et on 
soumet ensuite ces creusets a un traitement de cycles de 
gel/degel, chacun des cycles consistant a amener et 
maintenir ladite preparation pendant 15 min a une 
temperature de -20°C, puis a une temperature de 20°C et a 
la maintenir ensuite pendant 1 h 30 a cette temperature. 

Une analyse calorimetrique dif f erentielle est ensuite 
realisee a chaque cycle, sur equipement PERKIN ELMER, pour 
la determination de 1' enthalpie de destructuration du 
produit qui a pu alors retrograder. 

La stabilite aux cycles de gel/degel s'apprecie done 
en premier lieu par le nombre de cycle de gel/degel au dela 
duquel on peut realiser cette mesure de la valeur 
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d'enthalpie requise pour destructurer le gel d'amidon qui a 
alors retrograde. 

Les polymeres de glucose conformes a 1' invention 
soumis a ces cycles repetes de gel/degel presentent, de 
maniere surprenante et inattendue, une « faible tendance a 
la retrogradation », c'est-a-dire ici une absence 
partielle, voire totale de retrogradation selon le test A 
et en fonction de leur teneur en liaisons glucosidiques a- 
1,6. 

C'est ainsi que les polymeres de glucose conformes a 
1' invention qui presentent une teneur en liaisons 
glucosidiques oc-1,6 comprise entre 2,5 et 5 %, ne 
commencent a retrograder signif icativement qu'au dela du 
huitieme cycle de gel/degel, en presentant une faible 
valeur d'enthalpie de retrogradation, comme il sera 
exemplifie ci-apres. 

On les qualifie de polymeres de glucose branches 
presentant une « tres faible tendance a la 
retrogradation ». 

Quant aux polymeres de glucose conformes a 1' invention 
qui presentent une teneur en liaisons glucosidiques ct-1,6 
comprise entre 5 et 10 %, aucune retrogradation de la 
solution n'est constatee meme apres 12 cycles de gel/degel, 
ce qui explique pourquoi aucune enthalpie de 
destructuration ne peut etre etablie. 

II est particulierement surprenant que les polymeres 
de glucose conformes a 1' invention, puissent presenter une 
telle stabilite. En effet, les mesures effectuees avec le 
test A, sur les amidons waxy et les amidons waxy reticules 
et acetyles, (tels ceux prepares en suivant les 
enseignements du brevet US 2.928.828) retrogradent entre le 
quatrieme et le sixieme cycle de gel/degel, comme il sera 
montre dans 1 ' exemple 2 . 
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11 n'existe done pas, a la connaissance de la societe 
Demanderesse, de polymeres de glucose qui presentent une 
telle stabilite. 

Cette propriete destine tout naturellement les 
polymeres de glucose branches conformes a 1' invention a des 
compositions utilisables en industrie alimentaire, qui 
presentent alors des stabilites elevees au stockage . 

Un autre avantage de 1' invention est de permettre 
l'obtention d'un produit fini, utilisable par exemple comme 
liant instantane dans des produits refrigeres ou surgeles . 

la determination de la valeur centree du profil de 
distribution des masses moleculaires des polymeres solubles 
de glucose branches conformes a 1' invention est realisee 
par la mesure de la distribution des masses moleculaires 
moyennes en poids (Mp) . 

Dans la pratique les valeurs de Mp ne se calculent 
pas, mais se mesurent par differentes techniques. On 
utilise par exemple une methode de mesure adaptee aux 
polymeres de glucose, qui repose sur la chromatographie de 
permeation de gel sur des colonnes de chromatographie 
etalonnees avec des pullulans de masses moleculaires 
connues . 

Le test C, mis au point par la societe Demanderesse 
pour determiner la valeur centree du profil de distribution 
des masses moleculaires caracteris tiques des polymeres 
solubles de glucose branches conformes a 1' invention, 
consiste : 



- a etablir le profil de distribution molaire des 
fractions chromatographiques desdits polymeres 
solubles de glucose branches, 

- a determiner la valeur dite « valeur centree du 
profil de distribution des masses moleculaires » 
qui correspond a la valeur du pic moyen de 



WO 00/66633 



PCT/FR00/01109 



11 

distribution des poids moleculaires de la 
population representant plus de 90% des fractions 
chromatographiques issues de ladite 

chromatographie separative de permeation de gel. 
Les polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention presentent alors une valeur Mp centree du 
profil de distribution de masses moleculaires comprise 
entre 10 4 et 10 9 daltons . 

De maniere avantageuse, les polymeres solubles de 
glucose conformes a 1' invention peuvent etre classes en 
deux families, la premiere famille presentant une valeur de 
Mp centree du profil de distribution de masses moleculaires 
comprise entre 10 s et 10 6 daltons, et la seconde famille 
presente une valeur de Mp centree du profil de distribution 
de masses moleculaires compris entre 10 7 et 10 s daltons. 

Les polymeres solubles de glucose branches conformes 
a 1' invention presentent par ailleurs une faible teneur en 
sucres reducteurs. 

La determination du pouvoir reducteur des polymeres 
de glucose branches conformes a 1' invention, par toute 
methode connue par ailleurs de l'homme du metier, conduit a 
des valeurs au plus egale a 9 %. 

De maniere avantageuse, les polymeres de glucose 
branchees peuvent etre classes en deux sous-families en 
fonction de leur teneur en sucres reducteurs. 

La premiere sous-famille presente une teneur en 
sucres reducteurs au plus egale a 1 %. 

La seconde sous-famille presente une teneur en sucres 
reducteurs comprise entre 5,5 et au plus 9 %. 

La societe Demanderesse a en outre trouve que les 
polymeres de glucose branches conformes a 1 ' invention 
presentent des profils rheologiques tout a fait 
particuliers . 
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L' analyse de viscosite des polymeres de glucose 
branches conformes a 1' invention est realisee grace a un 

a 

test B mis au point par la societe Demanderesse pour cette 
gamme particuliere de produits. 
5 II ne s'agit pas en effet ici de produits granulaires 

tels qu' habitue llement decrits et analyses dans 1 ' etat de 
la technique, mais de polymeres de glucose branches qui 
presentent de maniere surprenante et inattendue une 
remarquable solubilite dans 1 ' eau froide. 

10 Le test B consiste a preparer tout d'abord le produit 

a analyser par precipitation a l'ethanol, sechage sous vide 
puis broyage au mortier, et enfin tamisage sur tamis de 
maille 125 urn. Une masse comprise entre 3 et 15 g du 
produit sec a analyser ainsi obtenu est alors introduite, 

15 avec 6,75 g de glycerol a 98 % de purete, dans le bol d'un 
Rapid Visco Analyser (RVA - NewPort Scientific) , et 
1' ensemble est soigneusement homogeneise ' a l'aide d'une 
micro-spatule . 

Une quantite d'eau demineralisee est ensuite ajoutee, 

20 afin d'obtenir une masse finale de 28 g. L' ensemble est 
alors immediatement agite. Le profil d' analyse temps / 
temperature et vitesse dans le RVA est alors realise comme 
suit. L' echantillon est agite a 100 rpm a une temperature 
de 25°C durant 5 s, puis a 50 0 rpm pendant 2 5 s. 

25 L' agitation est alors maintenue a 160 rpm durant le reste 
du profil. La temperature initiale de 25°C est maintenue 
durant 10 min, puis elle est augmentee a 9 0°C en 8 min. 
Cette temperature de 9 0°C est ensuite maintenue 3 min, 
diminuee a 30°C en 8 min, puis maintenue a cette valeur de 

30 3 0°C durant 5 min. 

La viscosite retenue est la viscosite mesuree en 
centipoises (cP) en fin de profil d' analyse, a 34 min. 
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Les polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention presentent alors une viscosite au plus egale a 
5.000 cP pour 3 g sec de produit. 

La societe Demanderesse a egalement trouve que ces 
valeurs de viscosite des polymeres de glucose branches 
conformes a 1' invention sont du meme ordre de grandeur que 
les valeurs de viscosite, determinees en suivant le meme 
test B, des amidons waxy fluidifies par traitement acide. 

Cependant, des analyses complementaires de mesure de 
viscosite effectuees apres sept jours de stockage a 4°C, 
ont permis de mettre en evidence, de mani&re surprenante et 
inattendue, une remarquable stabilite de la viscosite des 
polymeres de glucose branches, contrairement auxdits 
amidons waxy fluidifies de meme viscosite, comme il sera 
exemplif ie ci-apres . 

Ces produits peuvent done etre par exemple 
avantageusement utilises pour la fabrication de 
preparations alimentaires liquides instantanees, et surtout 
peuvent permettre d' assurer le stockage de longue duree a 
basse temperature . 

Les polymeres solubles de glucose branches conformes 
a 1' invention sont done particulierement bien adaptes a des 
compositions destinees a etre utilisees dans les industries 
notamment du Papier-Carton, du Textile, de la Pharmacie, de 
la Cosmetique, et ainsi en particulier de 1 ' Alimentaire . 

Pour preparer les polymeres solubles de glucose 
branches conformes a 1' invention, on realise la succession 
des etapes suivantes qui consiste en ce que 1 ' on : 
a) soumet une suspension aqueuse d'amidon ou de derive 
d'amidon d'une matiere seche au moins egale a 1 % en 
poids, de preference de 2 a 50 % en poids, a une 
temperature superieure a 13 0°C, de preference comprise 
entre 140 et 150°C, sous une pression de plus de 3,5 
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bars, de preference comprise entre 4 a 5 bars pendant au 
moins 2 minutes, de preference pendant 2 a 5 minutes, 

b) traite 1 ' ami don ainsi obtenu avec 50 a 2.000 unites 
d' enzyme de branchement purifiee a une temperature 

5 comprise entre 25 et 50°C, de preference a une 

temperature de 3 0°C pendant une duree de 10 min a 24 
heures , 

c) recueille les polymeres de glucose branches ainsi 
obtenus . 

10 L'amidon est introduit en solution aqueuse a une 

matiere seche au moins egale a 1 % en poids, de preference 
de 2 a 50 % en poids. 

Le choix d'une origine, ou d'une qualite d'amidon ou 
de ses derives particuliers , ne revet qu'une importance 

15 relative. 

La societe Demanderesse a trouve que les polymeres de 
glucose branches conformes a 1' invention sont aisement 
synthetisables a partir d'amidons ou de leurs derives, qui 
presentent deja un taux de branchement au moins egal a 1 %. 

20 Cette suspension d'amidon ou de derives d'amidon est 

soumise ensuite a un traitement par cuisson particulier, 
qui consiste a la traiter a une temperature superieure a 
13 0°C, de preference comprise entre 140 et 150°C, sous une 
pression de plus de 3,5 bars, de preference comprise entre 

25 4 a 5 bars pendant au moins 2 minutes, de preference 
pendant 2 a 5 minutes. Ce traitement est realise 
avantageusement dans un cuiseur tubulaire a double 
enveloppe chauffe par fluide thermique, equipement qu'il 
est aise a 1'homme du metier de se procurer. 

30 La deuxieme etape du procede conforme a 1' invention 

consiste a traiter l'amidon ainsi obtenu avec de 50 a 2.000 
unites d' enzyme de branchement purifiee a une temperature 
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comprise entre 25 et 50°C, de preference a une temperature 
de 30°C pendant une duree de 10 min a 24 heures . 

Les enzymes de branchement sont choisies dans le 
groupe constitue des enzymes de branchement du glycogene et 
des enzymes de branchement de 1'amidon. Plus 
pref erentiellement, on choisit 1 ' enzyme de branchement du 
glycogene de Escherichia coli, et les enzymes de 
branchement de 1'amidon, et plus pref erentiellement encore 
les enzymes de branchement de 1'amidon de type I et de type 
II du mals, ou encore de 1'amidon d'algue unicellulaire , 
par exemple celles de l'algue verte Chlamydomonas 
reinhardtii . 

L'isolement des dites enzymes de branchement du 
glycogene ou de 1'amidon peut etre effectue par tout moyen 
connu en soi par l'homme du metier, 

Concernant les enzymes de branchement d'algue 
unicellulaire, la societe Demanderesse recommande cependant 
de mettre en oeuvre le procede de preparation decrit dans 
la demande de brevet frangais deposee sous le n° 98/12 051, 
dont elle est titulaire. 

L'acces aux enzymes purifiees peut etre realise a 
partir du melange d' enzymes d'algue ainsi obtenu, en 
mettant en oeuvre directement des techniques de separation 
chromatographique en elles-memes connues , ou par 
1 'utilisation des techniques de l'ADN recombinant. 

II peut etre en effet avantageux de preferer isoler 
et exprimer les genes codant pour les enzymes de 
branchement de 1'amidon d'algue unicellulaire dans un 
micro-organisme plus facilement manipulable que les algues 
unicellulaires . 

La technique, connue en soi par l'homme du metier, 
consiste alors par exemple a : 
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- produire des anticorps polyclonaux specifiques de 
chacune des enzymes de branchement de 1 ' ami don d'algue 
prealablement purifiee, 

- cribler, avec lesdits anticorps specifiques, une banque 
d' expression d'ADN genomique de l'algue unicellulaire 
consideree, 

- isoler les fragments d'ADN a partir des clones de ladite 
banque d' expression d'ADN genomique qui ont reagi avec 
l'un et/ou 1' autre des anticorps polyclonaux 
specifiques , 

introduire lesdits fragments d'ADN correspondants aux 
genes codant pour les enzymes de branchement de l'amidon 
d'algue unicellulaire dans des bacteries permettant leur 
expression . 

Les enzymes de branchement de l'amidon d'algue 
produites par ce procede sont dites des enzymes de 
branchement recombinantes , puisque en provenance d'une 
algue unicellulaire, puis transferees genetiquement et 
exprimees dans un micro-organisme d'une autre espece, en 
1' occurrence ici une bacterie. 

Pour preparer les polymeres solubles de glucose 
branches conformes a 1' invention, on peut done faire agir 
avantageusement une enzyme de branchement de l'amidon 
d'algue purifiee recombinante sur une colle d'amidon de 
mais waxy prepare selon 1 ' etape a) dudit procede. 

La derniere etape du procede conforme a 1 ' invention 
consiste done a collecter les polymeres de glucose branches 
ainsi obtenus . 

Les produits sont precipites par 3 volumes d'ethanol, 
purifies et seches sous vide pendant 2 4 heures, ou encore 
atomises, par toute technique connue par ailleurs de 
l'homme du metier. 
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D'autres caracteristiques et avantages de 1 ' invention 
apparaitront a la lecture des exemples non limitatifs 
deer its ci -des sous 

EXEMPLE 1 

La preparation des polymeres de glucose branches 
s'effectue corame suit. On prepare une suspension d'amidon 
de mais waxy d'une teneur en matiere seche de 2,5 % en 
poids. On traite ensuite cette suspension dans un cuiseur 
tubulaire a double enveloppe chauffe par fluide thermique 
de laboratoire, a une temperature de 145 °C, sous une 
pression de 4 bars. Le debit d' alimentation est de 40 
ml/min, pour un temps de sejour dans ledit cuiseur de 3 
minutes . 

1,5 litres de cette preparation sont refroidis a 
temperature ambiante et places dans un milieu tamponne a 
pH 7 par du tampon Tris HCl 0,1 M final pour un volume 
total de 3,750 litres. On ajoute 19 ml (d'une solution 
enzymatique a 1,8 mg/ml de proteines , presentant en outre 
une activite specif ique de 1.100 U/mg, activite mesuree par 
la methode de dosage a la phosphorylase A connue en soi par 
I'homme du metier) d'une solution d' enzymes de branchement 
de 1 ' ami don recombinantes de 1 ' algue Chlamydomonas 
reinhcLrdtii prealablement purifiees, et on laisse agir a 
3 0°C pendant 3 0 min pour obtenir des polymeres de glucose 
branches conformes a 1 ' invention presentant une teneur en 
liaisons glucosidiques ot-1,6 de 4,3 % (produit A), et 
pendant 2 heures, pour obtenir des polymeres de glucose 
branches, conformes a 1' invention, presentant une teneur en 
liaisons glucosidiques oc-1,6 de 6 % (produit B) . Chacun des 
produits est ensuite precipite a l'ethanol, filtre, rince 
et seche sous vide pendant 24 heures. 
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Les valeurs respectives des Mp centrees du profil de 
distribution des masses moleculaires des produits A et B 
sont respect ivement de 1,5,10 7 daltons et de 2,2.10 7 
daltons. Leurs teneurs en sucres reducteurs est 
respectivement de 0,05 % et de 0,07 %. 

EXEMPLE 2 

La determination de la stability des polymeres de 
glucose branches conformes a 1' invention est realisee par 
la mesure de l'enthalpie de destructuration du produit 
retrograde, si produit retrograde il y a, par Analyse 
Calorimetrique Dif f erentielle , au cours de cycles repetes 
de gel/degel. 

Deux polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention, presentant respectivement une teneur en 
liaisons glucosidiques a-1,6 de 1 ' ordre de 4,3 % (produit 
A) et de 1' ordre de 6 % (produit B) sont prepares comme 
indique dans l'exemple 1. L' analyse est egalement effectuee 
sur deux autres echantillons : de 1 ' amidon de mais waxy 
(produit C) et un amidon waxy reticule et acetyle, 
presentant un indice d'acetyle de 1,8 (produit D) . 

Comme indique dans le test A, on constitue une 
preparation aqueuse de chacun des 4 echantillons a 40 % de 
matiere seche places dans un ensemble de creusets 
hermetiquement clos, et on chauffe pendant 15 min a 100°C 
dans un four DSC4 de PERKIN ELMER . On realise pour chaque 
creuset de 2, 4, 6, 8, 10 ou 12 cycles successifs de 
gel/degel en suivant le protocole suivant : 15 min a -22°C, 
puis lh3 0 a 20°C. Une mesure de l'enthalpie de 
retrogradation est effectuee sur chaque creuset en le 
plagant dans le calorimetre differentiel PERKIN ELMER. 



WO 00/66633 



PCT/FR00/01109 



19 

Le tableau I suivant presente les mesures d'enthalpie 
de retrogradation deteminees pour chacun des 4 produits 
testes au cours de 12 cycles successifs de gel/degel. 

Tableau X. Determination des enthalpies de 
retrogradation au cours des 12 cycles de gel/degel, 
exprimees en J/g de preparation. 



PRODUITS 


Cycle 2 


Cycle 4 


Cycle 6 


Cycle 8 


Cycle 12 


A 


0 


0 


0 


0 


0,2 


B 


0 


0 


0 


0 


0 


C 


0 


0 


0,4 


1 


2,2 


D 


0 


0,10 


0,35 


0,6 


1,75 



Les polymeres de glucose branches presentent done une 
remarguable stabilite, meme apres 12 cycles de gel/degel. 
Si 1'amidon waxy (produit C) et 1'amidon waxy reticule et 
acetyle (produit D) commencent a retrograder a partir du 
4 eme cyc ]_ e ^ e gel/degel, il n'en est pas de meme pour chacun 
des polymeres de glucose branches conformed a 1' invention 
prepares a partir dudit amidon waxy. Le procede enzymatique 
mis en oeuvre pour modifier les amidons et derives d' amidon 
permet done de leur assurer une excellente stabilite, bien 
superieure en 1'etat aux amidons waxy stabilises et/ou 
reticules . 

EXEMPLE 3 

La caracterisation rheologique des polymeres de 
glucose branches est realisee a 1 ' aide d'un Rapid Visco 
Analyser (RVA) . 

Les produits conformes a 1' invention presentant une 
remarquable solubilite dans 1 ' eau froide. 
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II a done ete necessaire de mettre au point une 
methode de determination de viscosite propre a ce type de 
produi t . 

Comme indique dans le test B, 4,5 g du produit sec a 
tester sont melanges avec du glycerol et de 1 ' eau pour 
atteindre une masse finale de 28 g. 

Les produi ts analyses sont d'une part, les produits A, B et 
C decrits dans 1'exemple 2 et deux autres produits E et F, 
correspondants a des amidons de mals waxy fluidifies a deux 
niveaux de f luidif ication (valeur appreciee par la mesure 
class ique de la fluidite dans l'eau, i.e. 1 ' indice de 
%1 water fluidity * ou WF) , obtenus par traitement en 
conditions acides connues en soi par l'homme du metier, le 
produit E presentant un WF de 50, et le produit F, un WF de 
65. 

Le profil d' analyse temps / temperature et vitesse 
dans le RVA est alors realise comme suit. L ' echant illon est 
agite a 100 rpm a une temperature de 25°C durant 5 s, puis 
a 50 0 rpm pendant 2 5 s. L' agitation est alors maintenue a 
160 rpm durant le reste du profil. 

La temperature initiale de 25 °C est maintenue durant 
10 min, puis elle est augmentee a 90°C en 8 min. 

Cette temperature de 90°C est ensuite maintenue 3 
min, diminuee a 30°C en 8 min, puis maintenue a cette 
valeur de 3 0°C durant 5 min. 

Le tableau II suivant presente les resultats de 
viscosite pour les produits A, B, C, E et F, exprimes en 
centipoises . 

Tableau II. Determination des viscosites en fin de 
profil temps /temperature et vitesse en RVA des produits A, 
B, C, E et F, exprimees en centi-Poises (cP) 
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PRODUITS 


Viscosite a 34 min 


A 


1600 


B 


750 


C 


6060 


E 


1140 


F 


660 



Les polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention presentent encore une certaine viscosite, mais 
remarquablement plus faible que celle du temoin amidon 
waxy (C) . 

On remarque que ces valeurs de viscosite sont du meme 
ordre de grandeur que les amidons waxy fluidifies. 

Une etude complementaire est realisee par mesure de 
la viscosite apres stockage durant 7 jours a 4°C. 

Cette etude permet de caracteriser la stabilite des 
colles ainsi fabriquees dans le temps et de determiner en 
quoi les polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention different des amidons waxy fluidifies. 

On realise le stockage des bols du RVA contenant 
chacun des cinq produits a 4°C. 

La viscosite est ensuite a nouveau determinee par le 
RVA. Le profil d' analyse temps / temperature et vitesse est 
alors caracterise par une vitesse et une temperature 
maintenues respectivement a 160 et 30°C pendant 2 0 min. 

La viscosite retenue est la viscosite moyenne mesuree 
en cP entre 15 et 20 min. 

Le tableau III suivant presente les resultats de 
viscosite obtenus apres 7 jours de stockage a 4°C des 
produits A, B, C, E et F. 
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Tableau III. Determination des viscosites des 
produits apres stockage pendant 7 jours a 4°C, exprimees en 
cP. 



PRODUITS 


Viscosite apres 
7 jours a 4 °C 


A 


2500 


B 


850 


C 


8650 


E 


Gel blanc, dur, ferme* 


F 


Gel blanc, dur, ferme* 



5 * : viscosite non mesurable. 

Les resultats montrent clairement que les polymeres 
de glucose branches conformes a 1 ' invention presentent une 
viscosite remarquablement stable meme apres un stockage a 

10 4°C. Cette faible viscosite peut done etre mise a profit 
avantageusement pour des preparations alimentaires qui 
necessitent que 1' ingredient amylace qui les composent soit 
de faible viscosite (telles que les preparations liquides 
instantanees) et qui demandent a etre stockees pendant une 

15 longue periode de temps a basses temperatures. 

EXEMPLE 4 

On prepare des polymeres solubles de glucose branches 
20 conformes a 1' invention, en faisant agir une enzyme de 
branchement du glycogene isolee de E. coli sur divers 
solutions d'amidons et derives d'amidon, pendant 21 heures 
de reaction a 30°C et conformement aux autres conditions 
decrites dans l'exemple 1. 
25 II s'agit en 1' occurrence ici de suspensions d'amidon 

standard de mals (G) , d'amidon de mais waxy (I), d'amidon 
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riche en amylose commercialise par la societe Demanderesse 
sous le nom d'EURYLON® 7 (K) et d'une mal todextrine 
commercialisee par la societe Demanderesse sous le nom de 
GLUCIDEX® 2 (M) . 

Le tableau IV suivant presente les resultats obtenus 
en terme de teneurs en liaisons glucosidiques a-1,6, de 
valeur des Mp centrees du profil de distribution des poids 
moleculaires, de teneur en sucres reducteurs et de 
comportement de retrogradation apres 10 cycles de 
gel/degel . 

Tableau IV. Determination des caracteristiques 
physico-chimiques et fonctionnelles des polymeres solubles 
de glucose conformes a 1' invention H, J, L et N obtenus par 
1' action de 1 ' enzyme de branchement du glycogene de E. coli 
respectivement sur les substrats G, I, K et M a une matiere 
seche donnee . 





G 

10% MS 


H 


I 

1% MS 


J 


K 

5 % MS 


L 1 M 

! 20% MS 


N 


Teneur en 
liaisons 
glucosidiques 
a-1,6 (%) 


3 


3,4 


4,4 


5,6 


1,9 


3,3 


6,1 


7,1 


Valeur de Mp 
centree 
(daltons) 


5.10 7 


5,8.10 s 


l.IO 8 


2,2.10 s 


8,5. 10 6 


5.10 s 


3,3. 10 5 


1,4.10 s 


Teneur en 

sucres 
reducteurs 


0,13 


0,16 


<0,5 


<0,05 


0,5 


0,5 


3 


3,5 


Enthalpies de 
retrogradation 

(J/g.) 


2 


1 


1,5 


0 


3 


0,4 


2,3 


0 



Les polymeres solubles de glucoses branches conformes 
a 1' invention presentent done une remarquable tenue au 
gel/degel et une distribution des poids moleculaires 
centres sur un fin intervalle de valeurs compris entre 1,4 
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et 5,8. 10 5 daltons, alors que les substrats de depart 
presentent au contraire une forte tendance a la 
retrogradation et des profils de distribution des poids 
moleculaires etales de 10 3 a 10 8 daltons. 
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REVENDICATIONS 

1. Polymeres solubles de glucose branches ne 
contenant substantiellement pas de liaisons |3 
glucosidiques , caracterises par le fait qu'ils presentent : 

- entre 2,5 et 10 % de liaisons glucosidiques a-1,6, 

- une tendance tres faible ou nulle a la retrogradation en 
solution aqueuse, determinee selon un test A, 

- un Mp determine selon un test C a une valeur centree du 
profil de distribution des masses moleculaires comprise 
entre 10 4 et 10 8 daltons, 

- une teneur en sucres reducteurs au plus egale a 9 %. 

2 . Polymeres solubles de glucose branches selon la 
revendication 1, caracterises par le fait qu'ils 
presentent une viscosite determinee selon un test B au plus 
egale a 5.000 cP. 

3. Polymeres de glucose branches selon l'une ou 
1' autre des revendications 1 et 2, caracterises par le fait 
qu'ils presentent : 

- entre 2,5 et 5 % de liaisons glucosidiques a-1,6, 

- un Mp determine selon un test C a une valeur centree du 
profil de distribution des masses moleculaires comprise 
entre 10 5 et 10 6 daltons, 

- une teneur en sucres reducteurs au plus egale a 1 %. 

4. Polymeres de glucose branches selon l'une ou 
1' autre des revendications 1 et 2, caracterises par le fait 
qu'ils presentent : 

- entre 5 et 10 % de liaisons glucosidiques a-1,6, 

- un Mp determine selon un test C a une valeur centree du 
profil de distribution des masses moleculaires comprise 
entre 10 7 et 10 8 daltons, 
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- une teneur en sucres reducteurs comprise entre 5,5 au 
plus 9 %. 

5. Procede de fabrication de polymeres de glucose 
branches ne contenant substantiellement pas de liaisons (3 
glucosidiques conformes a 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise par le fait que 1'on : 

a) soumet une suspension aqueuse d'amidon ou de derive 
d'amidon d'une matiere seche au mo ins egale 1 % en 
poids, de preference de 1 a 50 % en poids, a une 
temperature superieure a 13 0°C, de preference 
comprise entre 140 et 150°C, sous une pression de 
plus de 3,5 bars, de preference comprise entre 4 a 
5 bars pendant au moins 2 min, de preference 
pendant 2 a 5 min , 

b) traite 1 ' amidon ou le derive amidon ainsi obtenu 
avec 50 a 2.000 unites d' enzyme de branchement 
purifiee a une temperature comprise entre 2 5 et 
50 °C, de preference a une temperature de 3 0°C, 
pendant une duree de 10 min a 24h, 

c) recueille ies polymeres de glucose branches ainsi 
obtenus . 

6. Procede de fabrication de polymeres solubles de 
glucose branches selon la revendication 5, caracterise par 
le fait que 1' enzyme de branchement est choisie dans le 
groupe constitue par les enzymes de branchement du 
glycogene, les enzymes de branchement de 1 ' amidon et les 
melanges quelconques de ces enzymes. 

7. Procede de fabrication de polymeres solubles de 
glucose branches selon l'une ou 1' autre des revendications 
5 et 6, caracterise par le fait que 1 ' enzyme de branchement 
est extraite d'organismes et/ou de micro-organismes choisis 
dans le groupe constitue par les plantes superieures, les 
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levures, les bacteries et les algues unicellulaires , et est 
de preference extraite d' algues unicellulaires. 

8. Procede de fabrication de polymeres solubles de 
glucose branches selon la revendication 7, caracterise par 
le fait que 1 ' enzyme de branchement extraite d' algues est 
obtenue par isolement a partir d'un organisme genetiquement 
modi fie capable d'exprimer la dite enzyme. 

9. Compositions destinees a etre utilisees dans les 
industries notamment du Papier-Carton, du Textile, de la 
Pharmacie, de la Cosmetique, et en particulier de 
1 ' Alimentaire, caracterisees en ce qu'elles renferment les 
polymeres de glucose branches selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4 ou susceptibles d'etre obtenus selon 
l'une des revendications 5 a 8. 
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PROCEDE DE PREPARATION D'UN MELANGE D f ENZYMES DE 
BRANCHEMENT DE L'AMIDON EXTRAITES D ' ALGUES 

La presente invention est relative a un procede de 
preparation d'un melange d f enzymes de branchement de 
l'amidon extraites d'algues unicellulaires. 

La presente invention a egalement pour objet un procede 
de modification de l'amidon et de ses derives mettant en 
oeuvre ledit melange, ainsi que l'amidon et les derives 
d'amidon modifies ainsi obtenus . 

On entend par "amidon", au sens de la presente 
invention, l'amidon naturel ou hybride issu de pomme de 
terre, de pomme de terre a haute teneur a amylopectine 
(fecule waxy), de mals, de ble, de mais a haute teneur en 
amylopectine (mals waxy) , de mals a haute teneur en amylose, 
de riz, de pois ou de manioc, les coupes ou fractions qui 
peuvent etre faites ou obtenues des amidons, telles que 
1' amylose, 1 ' amylopectine, les coupes granulometriques 
connues de l'homme de 1 ' art sous les vocables d'amidon de 
ble "A" et amidon de ble "B" , et les melanges 
quelconques d'au moins deux quelconques des produits 
susmentionnes . 

Au sens de 1' invention, on entend en particulier par 
"derives d'amidon", 1' ensemble des amidons modifies issus 
de la modification enzymatique, chimique et/ou physique, en 
une ou plusieurs etapes, de cet amidon. 

Les derives d'amidon peuvent notamment etre les amidons 
modifies par 1 ' une au moins des techniques connues 
d' ether if icat ion, d' ester if icat ion, de reticulation, 
d'oxydation, de traitement alcalin, d'hydrolyse acide et/ou 
enzymatique . 

La presente invention concerne egalement une 
composition enzymatique contenant des enzymes de branchement 
de l'amidon extraites d'algues unicellulaires, 



r 
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signif icativement appauvrie en enzymes a activite amylasique 
et debranchante de l'amidon. 

Habituellement, les sources les plus importantes et les 
plus variees d f enzymes de branchement, encore appelees 
enzymes de ramification, se trouvent chez les plantes ou 
elles participent a 1 ' edification du polymere de reserve 
qu'est l'amidon. Ces enzymes sont plus particulierement 
impliquees dans la synthese de la fraction ramifiee de 
l'amidon, 1 ' amylopect ine, et dans la synthese des quelques 
points de branchement de la fraction lineaire de l'amidon, 
1 ' amylose . 

Ces enzymes de branchement de l'amidon catalysent 
1'hydrolyse des liaisons glucosidiques a-1,4 et leur 
transformation en liaisons glucosidiques a-1,6. Ces enzymes 
sont done des enzymes de transfert, nommement des 1,.4-oc-D- 
glucan : 1 , 4-a-D-glucan 6-oc-D- ( 1 , 4-a-D-glucano ) - 

transferases. 

Ces enzymes sont done avantageusement utilisees dans 
les domaines d ' application ou il y a necessite de disposer 
d'amidon ou de derives d'amidon presentant une structure 
plus ramifiee que celle des amidons ou des derives d'amidons 
standards, par exemple dans des applications ou 
1 ' indigestibilite et/ou 1' absence de tendance a la 
retrogradation de l'amidon ou de ses derives sont 
recherchees . 

Les enzymes de branchement de l'amidon sont d'une 
grande diversite. On les range habituellement en deux 
classes : les enzymes de branchement de l'amidon de type I 
et celles de type II . 

Les enzymes de branchement de type I branchent les 
structures lineaires telles que 1' amylose, a une vitesse 
plus elevee que 1 ' amylopectine et elles transferent 
pref erentiellement de longues chaines glucosidiques (Degre 
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de Polymerisation ou D.P. moyen de ces chaines compris entre 
10 et 30) . 

A l f inverse, les enzymes de branchement de type II 
branchent les structures lineaires telles que l'amylose, a 
une vitesse plus basse que 1 1 amylopectine et transferent 
pref erentiellement de plus courtes chaines glucosidiques 
(D.P. moyen compris entre 3 et 9, et notamment D.P. 6 et 
D.P. 7) . 

Les specialistes dans le domaine de 1 ■ utilisation des 
enzymes de ramification s f accordent a dire que la 
preparation des enzymes de branchement de 1 1 ami don a partir 
des plantes superieures n'est realisable industriellement 
qu'en ayant recours aux techniques de l'ADN recombinant, qui 
necessitent cependant de mettre en oeuvre des travaux longs 
et couteux. 

Dans ces conditions, il est souvent decide 
d' entreprendre les recherches des enzymes de ramification 
dans le monde microbien oil 1 ' accessibility auxdites enzymes 
est plus aisee qu'a partir des plantes superieures. 

On entend par monde microbien l f ensemble des micro- 
organismes vivants tels que notamment les bacteries, les 
levures, les moisissures et les algues unicellulaires . 

Les enzymes de branchement que l'on peut isoler des 
bacteries ou des levures et qui sont capables de modifier 
l'amidon et ses derives sont les enzymes de branchement qui 
participent a la synthese d'un autre polymere de reserve, le 
glycogene. Ces enzymes de branchement du glycogene 
appartiennent au meme groupe que les enzymes de branchement^ 
de I'amidon, meme si leur specif icite d' action est 
differente, et ce surtout en termes de longueur de chaines 
glucosidiques transferees (D.P. moyen de 3 a 5) . 

Le brevet US 4 4 54 161 deer it par exemple une enzyme de 
branchement du .glycogene isolee de Bacillus megaterlum, 
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utilisee pour ameliorer la qualite de 1 1 amidon de differents 
aliments, en empechant la tendance a la retrogradation des 
structures preparees a partir de 1 ? amidon et en augmentant 
leur indigestibilite et done leurs proprietes de fibres 
alimentaires . 

Le brevet EP 418 945 revendique egalement, pour la meme 
application que celle mentionnee ci-dessus, 1 1 utilisation 
d'une enzyme de branchement du glycogene thermostable et 
isolee de Bacillus stearothermophilus . 

Cependant, si ces deux brevets montrent que 1 f on peut 
aisement produire et utiliser les enzymes de branchement du 
glycogene pour modifier 1 ' amidon et ses derives, ce type 
d f enzyme est loin d'egaler la specif icite et la diversite 
d f actions des enzymes vegetales de branchement de l f amidon. 
Ces enzymes ne respondent done pas a la demande sans cesse 
croissante d'une plus grande variete de composes ramifies 
nouveaux dans leurs structures et dans leurs proprietes. 

Pour remedier aux inconvenients des enzymes de 
branchement du glycogene, une source avantageuse d' enzymes 
de ramification consiste en l'algue unicellulaire, qui 
accumule de l f amidon et possede done, tout comme les plantes 
superieures, des enzymes de branchement de l f amidon. 

Les enzymes de branchement que 1 ' on peut isoler des 
algues unicellulaires ont ete decrites par FREDERICK (1973, 
Ann. N. Y. Acad. Sci . , 21Q, 254-264), qui a ete 1 1 un des 
premiers a rapporter 1' existence d'une enzyme Q dans l'algue 
Chlorella pyrenoidosa, enzyme capable de transferer sur 
l'amylose une distribution de longueur de chaines 
glucosidiques caracteristique de 1 ' amylopectine . 

Cette enzyme a ete purifiee a partir de gels de 
polyacrylamide dans lesquels on a fait migrer par 
electrophorese toutes les enzymes extraites de cette algue. 
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Cependant, un tel procede electrophoret ique, relevant 
des techniques analytiques, ne peut en aucune maniere 
conduire a l'obtention d'une quantite suffisante d' enzymes 
qui puisse permettre d'en envisager une application 
industrielle visant a transformer, en les branchant, de 
1 ? amidon ou ses derives. 

II est done necessaire d' avoir recours aux techniques 
classiques de purification des enzymes de branchement de 
1' amidon a partir des plantes superieures, si 1 1 on souhaite 
disposer de quantites plus importantes d 1 enzymes de 
branchement de l f amidon extraites d'algues unicellulaires . 

Cependant, la mise en oeuvre des methodes d' extraction 
et de purification des enzymes de branchement de 1' amidon 
s'accompagne d'un certain nombre de difficultes, liees a la 
presence d f enzymes contaminantes qui . perturbent, voire 
inhibent 1 ' activite desdites enzymes de branchement . 

Deux categories d* enzymes contaminantes sont 
generalement decrites lors des procedes de purification des 
enzymes de branchement de 1 1 amidon que' l 1 on extrait a partir 
des plantes superieures, enzymes, contaminantes presentes 
egalement chez les algues unicellulaires. 

II s'agit des enzymes a activite amylasique et des 
enzymes a activite debranchante de 1 T amidon (principalement 
a activite de type isoamylase qui hydrolysent specif iquement 
les liaisons a-1,6). 

L 1 elimination des activites amylasiques contaminantes 
conditionne la stabilite des produits branches que l'on 
obtient apres avoir fait agir les enzymes de branchement sur 
les amidons ou ses derives. Sans cette precaution, les 
produits de branchement seraient partiellement ou totalement 
degrades . 

L 1 elimination des enzymes a activite amylasique est 
donc r habituellement consideree comme la premiere operation 
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a realiser en prealable a tout procede de purification 

proprement dit. 

Cette elimination des activites amylasiques est 
effectuee par separation chroma tographique, generalement par 
chromatographie echangeuse d' anions (Mac DONALD et PREISS, 
1983, Plant Physiol., 73, 175-178 et 1985, Plant Physiol., 
78., 849-852) . 

Les enzymes a activite debranchante constituent 
cependant le probleme majeur rencontre pour 1'isolement des 
enzymes de branchement de l'amidon. En effet, ces enzymes 
debranchantes sont co-purifiees avec les enzymes de 
branchement de l'amidon, car elles possedent des proprietes 
physico-chimiques voisines. 

Dans ces conditions, pour preparer selectivement les 
enzymes de branchement de l'amidon, et quelle que soit.la. 
methode de purification employee, il faut. avoir recours a 
des conditions operatoires et des etapes: de separation 
chromatographique supplementaires tout a fait particulieres 
et lourdes, ce qui complique alors les procedes de 
preparation des enzymes de branchement de l'amidon. 

On constate done que les procedes permettant de 
preparer les enzymes vegetales de branchement de l'amidon 
decrits dans l'etat de la technique presentent tous 
1- inconvenient de necessiter de multiples etapes de 
purification longues et f astidieuses . 

II resulte de ce qui precede qu'il y a done necessite 
de trouver un moyen permettant : 

- de disposer d'une plus grande variete d' enzymes de 
branchement de l'amidon, afin de conduire a 1'obtention 
d'amidon et de derives d'amidon originaux tant dans leurs 
structures que dans leurs proprietes, ceci de maniere a 
trouver de nouvelles applications a l'amidon et ses derives 
notamment en industrie alimentaire, et 
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de preparer de maniere simple, efficace et 
industrialisable ces enzymes de branchement de 1' amidon. 

La societe Demanderesse a trouve, apres de nombreuses 
recherches, qu'un tel moyen pouvait consister en un procede 
5 particulier de preparation d' enzymes de branchement de 
1' amidon a partir d'algues unicellulaires . 

De maniere plus precise, la presente invention a pour 
objet un procede de preparation d f un melange d 1 enzymes de 
branchement de 1 1 amidon extraites d'algues unicellulaires, 
10 caracterise par le fait que 1 ' on : 

a. modifie une algue unicellulaire de maniere a ce 
qu'elle n'exprime plus d'activite debranchante de l 1 amidon, 

b. traite cette algue unicellulaire modifiee de maniere 
a obtenir un extrait a-cellulaire concentre, 

15 c. effectue un tamisage moleculaire de cet extrait a- 

cellulaire concentre de maniere a obtenir ledit melange 
d' enzymes de branchement de 1 ' amidon extraites d'algues. 

Le melange d f enzymes de branchement de 1 ' amidon selon 
l 1 invention est constitue de 1' ensemble des enzymes de 

20 branchement de 1' amidon de type I et de type II de 1' algue 
unicellulaire . 

La premiere etape du procede conforme a 1' invention 
consiste a modifier uae algue unicellulaire de maniere a ce 
quelle n'exprime plus d'activite debranchante de 1' amidon. 

25 Ce faisant, la societe Demanderesse a vaincu un prejuge 

technique particulierement fort, puisqu'il a toujours ete 
recommande d'eliminer en premier lieu les activites 
amylasiques contaminantes . En effet, ces activites 
enzymatiques genent les mesures des activites de branchement 

30 de 1' amidon effectuees dans les differentes fractions 
prelevees au cours des etapes de purification. 

La societe Demanderesse a cependant trouve que 
l'utilisation d'algues unicellulaires se pretait 
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avantageusement a une etape prealable d' elimination de 
l'activite debranchante de l'amidon, ce qui permet alors de 
separer ef f icacement les enzymes de branchement des enzymes 
de debranchement de l'amidon. 

La societe Demanderesse a done imagine de modifier 
l'algue unicellulaire pour en eliminer l'activite 
enzymatique de debranchement de l'amidon plutot que de 
mettre en oeuvre comme habituellement une etape de 
separation chromatographique . 

De maniere pref erentielle, on modifie l'algue 
unicellulaire par mutation, et plus particulierement encore 
par mutation par insertion au locus du gene codant pour 
1' enzyme debranchante de l'amidon. 

On entend par locus, la position sur le chromosome ou 
est localise le gene codant pour 1' enzyme d'interet, en 
1' occurrence ici 1 ' enzyme de debranchement de l'amidon. 

La mutation par insertion, connue de l'homme du metier, 
consiste a favoriser 1 ' integration ponctuelle de fragments 
d'ADN dans le genome de l'algue unicellulaire. La selection 
des mutants qui ne produisent plus d'amidon mais accumulent 
du phytoglycogene permet d'isoler les mutants d' insertion au 
locus codant pour 1' enzyme debranchante de l'amidon. 

On choisit comme algue unicellulaire, une algue de 
l'ordre de volvocales, pref erentiellement de la famille des 
chlorophycae et avantageusement l'algue verte Chlamydomonas 
reinhardtii. De maniere encore plus pref erentielle, on 
choisit une algue verte Chlamydomonas reinhardtii depourvue 
d'activite debranchante de l'amidon par mutation par 
insertion au niveau du locus sta. 7. 

La deuxieme etape du procede conforme a 1' invention 
consiste a traiter cette algue unicellulaire modifiee de 
maniere a obtenir un extrait a-cellulaire concentre. 
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Dans le cadre de la presente invention, l'extrait a- 
cellulaire est defini comme 1' ensemble des proteines a 
activites enzymatiques ou non, qui seront extraites du 
concentrat d f algues unicellulaires . 

On obtient cet extrait a-cellulaire en realisant tout 
dabord une culture de cette algue unicellulaire modifiee a 
grande echelle, de maniere a obtenir une culture de densite 
cellulaire optimale. 

Cette culture est a adapter a la physiologie de 1' algue 
unicellulaire consideree, en termes de sources carbonees et 
azotees directement assimilables, de duree et de conduite de 
fermentation. 

Pour 1' algue mutante Chlamydomonas relnhardtli, on 
conduit la culture de preference jusqu'a la fin de la phase 
exponentielle de croissance. 

On concentre ensuite la suspension cellulaire obtenue 
au terme de la culture precedente par le moyen d'un 
separateur de cellules, par exemple par centrifugation ou 
filtration sur un support dont la porosite est adaptee a la 
taille des cellules collectees. 

Pour l 1 algue mutante Chlamydomonas reinhardtil, on 
conduit par exemple cette etape de concentration par 
centrifugation de maniere a atteindre une densite 
preferentiellement superieure a 10 9 cellules/ml, valeur pour 
laquelle la societe Demanderesse a obtenu le melange 
d'enzymes de branchement de l'amidon avec le meilleur 
rendement . 

L'extrait a-cellulaire est enfin obtenu a partir du 
concentrat d f algues unicellulaires par rupture des 
enveloppes membranaires des algues unicellulaires par toute 
methode de lyse connue de l'homme du metier, notamment de 
maniere mecanique, sonique, chimique ou enzymatique. Selon 
un mode preferentiel de realisation conforme a l 1 invention, 
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on choisit d'effectuer une lyse mecanique, par exemple par 
le broyage des algues unicellulaires concentrees a la presse 
de FRENCH puis filtration pour eliminer les debris 
insolubles. 

La troisieme etape du procede conforme a 1' invention 
consiste a effectuer un tamisage moleculaire de cet extrait 
a-cellulaire concentre de maniere a obtenir le melange 
d' enzymes de branchement de 1 ' ami don extraites d' algues. 

Cette etape de tamisage moleculaire peut consister 
avantageusement en une separation chromatographique ou en 
une separation sur membrane d* ultrafiltration, de preference 
une separation chromatographique sur gel filtration. 

Prealablement a cette etape, il peut etre avantageux 
d* eliminer les composes hydrophobes susceptibles de diminuer 
l'efficacite de 1'etape de . tamisage moleculaire. Ces 
composes hydrophobes sont principalement constitues par les 
pigments chlorophylliens.de l'algue unicellulaire . 

Ce resultat est obtenu par exemple par precipitation ou 
par traitement chromatographique desdits pigments. 

On choisit avantageusement, afin de limiter au maximum 
les etapes de separations chromatographiques, la 
precipitation des pigments au polyethylene glycol et 
pref erentiellement, a la protamine sulfate. 

L'etape de tamisage moleculaire permet de fractionner 
1' ensemble des proteines, a activites enzymatiques ou non, 
extraites du concentrat d' algues unicellulaires et de 
recuperer les fractions de poids moleculaires correspondant 
a la taille des enzymes de branchement de l'amidon, taille 
habituellement comprise entre 70 000 et 90 000 daltons. 

Selon un mode preferentiel conforme a 1' invention, on 
choisit une colonne de gel filtration dont le support 
presente une porosite qui permet de resoudre des proteines 
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dont la taille moleculaire est celle des enzymes de 
branchement de 1 ' amidon extraites d'algues. 

Pour ce faire, on peut utiliser une colonne de gel 
filtration de type allyl-dextran-sephacryl, de gamme de 
fractionnement 1 000 a 100 000 daltons, qui conduit ainsi en 
un seul passage a obtenir un melange d' enzymes ou les 
activites de branchement de 1' amidon sont presentes dans les 
premieres fractions d'elution. 

La mesure des activites amylasiques, mais aussi celle 
des activites de branchement de 1* amidon, est effectuee dans 
chacune des fractions collectees. 

De maniere surprenante et inattendue, la societe 
Demanderesse a constate que 1 ' on obtient ainsi, par la 
recuperation des toutes premieres fractions eluees, le 
melange des enzymes de branchement de 1' amidon debar r ass e 
egalement de tout ou grande partie des activites 
amylasiques. 

Le procede conforme a 1 ' invention conduit en fait a une 
elution retardee des proteines a activites amylasiques au 
benefice des enzymes a activites de branchement de 1' amidon. 

Toutes les fractions enrichies en activites de 
branchement, et debarrassees de tout ou grande partie des 
activites amylasiques sont finalement rassemblees et 
constituent le melange d' enzymes de branchement de 1 ' amidon 
extraites d'algues unicellulaires conforme a 1' invention. 

De maniere generale, on obtient ainsi en tant que 
produit nouveau, une composition enzymatique caracterisee en 
ce qu'elle contient un melange d' enzymes de branchement de 
1' amidon de type I et de type II extraites d'algues 
unicellulaires et en ce qu'elle est signif icativement, voire 
totalement appauvrie en enzymes a activites amylasique et 
debranchante de 1' amidon. 
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Les enzymes de branchement de 1 1 amidon obtenues en 
melange et contenues dans la composition enzymatique selon 
1' invention vont ensuite permettre d'effectuer la 
modification des amidons et/ou ses derives. 

De maniere pref erentielle, on choisit de modifier une 
structure derivee de 1 f amidon deja branchee, et plus 
pref erentiellement 1 1 amylopectine . 

La modification d'une structure polyglucosylee de type 
amylopectine est determinee dans un premier temps par la 
mesure de la variation de la longueur d'onde du maximum 
d f absorption du complexe forme entre 1 ? amylopectine modifiee 
et l'iode, par rapport a la longueur d'onde du temoin 
amylopectine non modifiee- Une variation de plus de lOnm 
traduit une modification significative de la structure de 
depart. 

On mesure egalement -la.tai.lle des chaines glucosidiques 
transferees sur 1' amylopectine en realisant, in vitro, 
l f incubation de 1 1 amylopectine avec le melange des enzymes 
de branchement de 1 ■ amidon extraites d'algues, son 
traitement a 1'isoamylase de maniere a cliver tous les 
points de branchement en 6-1,6, et la determination de la 
longueur des chaines ainsi liberees par methodes 
chromatographiques, par exemple par chromatographic 
anionique avec detection amperometrique. 

On realise ensuite la comparaison des longueurs de 
chaines ainsi obtenues avec celles liberees de 
l f amylopectine standard debranchee par la meme technique, ce 
qui permet de caracteriser 1 'amylopectine modifiee. 

Les chromatogrammes obtenus par chromatographic 
anionique avec detection amperometrique (DIONEX) indiquent 
habitue llement une majorite de chaines de D.P. 6, D.P. 7 et 
D.P. 8, avec tres peu de D.P. 1 a D.P. 5 pour 1 ' amylopectine 
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standard, alors que 1 1 on obtient au contraire une majorite 
de chaines de D.P. 1 a D.P. 5 pour 1 ' amylopect ine modifiee. 

En regard des profils de distribution des longueurs de 
chaines transferees par les enzymes de branchement de 
l'amidon des plantes superieures. (D.P. moyen de 10 a 30 pour 
les enzymes de branchement de l'amidon de type I et D.P. 
moyen de 6 a 7 pour les enzymes de branchement de l'amidon 
de type II), les produits obtenus apres modification par le 
melange des enzymes de branchement de l'amidon extraites 
d'algues sont, a la connaissance de la societe Demanderesse, 
nouveaux . 

D ' autres caracteristiques et avantages de 1 f invention 
apparaitront a la lecture des exemples non limitatifs 
decrits ci-dessous. 

Exemple 1. Obtention d'une algue unicellulaire 
Chlamydomonas reinhardtii depourvue d'activites 
debranchantes de l'amidon. 

La strategie choisie repose sur 1 ' introduction d'une 
mutation par insertion chromosomique de plasmide dans 
Chlamydomonas reinhardtii, en suivant le protocole etabli 
par KINDLE et al . , 1989, in The Journ. Cell Biol, 109, 2589- 
2601. 

Une souche sauvage de Chlamydomonas reinhardtii sans 



cultivee sur milieu HSA (E. HARRIS Ed., 1989, 25-63. 
Academic Press, San Diego, Calif.) complements en arginine 
a raison de 1 ml de solution a 100 mg/1 d' arginine sterile 
par litre de culture. Les cultures sont stoppees en phase 
exponentielle de croissance, a la densite cellulaire de 
2.10 6 cellules/ml et concentrees a 2.10 8 cellules/ml par 
centrifugation a 3 000 g pendant 10 min. 

Dans un tube de 15 ml, .0,5 ml de cette suspension 
cellulaire' sont melanges avec 0,5 ml de billes de verre de 



parox, 



defectueuse pour 1 ' arginosuccinate lyase, 
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1 mm de diametre et 10 ug d'ADN constitues par le plasmide 
pARG7.8, dans leguel a ete introduit une sequence de 7,8 kbp 
issue du genome nucleaire de Chlamydomonas reinhardtii et 
codant pour 1 • argino-succinate lyase. Les tubes sont ensuite 
agites vigoureusement pendant 1 min. Apres ajout de 10 ml de 
milieu HSA complements en arginine, les cellules sont 
immediatement transferees dans un second tube, pour eliminer 
les billes de verre. 

Apres centrifugation a 3 000 g pendant 10 min, les 
cellules sont reprises dans 400 ul du milieu HSA et etalees 
sur milieu gelose HSA sans arginine. 

Les 15 000 transformants ainsi obtenus, devenus 
prototrophes pour 1' arginine, sont ensuite cribles afin de 
trouver les souches deficientes pour la biosynthese de 
l'amidon. AprSs 5 jours de culture sur milieu gelos4 carence 
en azote, les colonies sont colorees par les vapeurs d' iode 
directement sur la boite de Petri. Les colonies sauvages 
apparaissant bleu-nuit, tous les autres transformants sont 
selectionnes . 

A 1' issue de cette mutagenese, les souches d'un 
phenotype nouveau sont isolees. Celles-ci presentent une 
production d'amidon reduite a moins de 0,1% de celle 
accumulee chez la souche sauvage. Ce phenotype original 
resulte de 1' alteration du gene STA 7, responsable de la 
synthese de l'activite debranchante de l'amidon. 

Exemple 2. Culture de 1 ' algue mutante et obtention de 
l'extrait a-cellulaire depigmente. 

On cultive 1* algue mutante en milieu HSA jusqu'a 
atteindre une densite cellulaire de 9.10 6 cellules/ml, 
caracteristique de la phase stationnaire . 

On inocule ensuite 10 litres de milieu HSA avec la 
culture precedente de maniere a obtenir une densite 
cellulaire initiale de 5.10 4 cellules/ml, en maintenant une 
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agitation constante et sous lumiere continue de 2 000 a 
4 000 lux. Les cultures sont arretees lorsque leur 
concentration finale est de 4.10 6 cellules/ml. On concentre 
les algues unicellulaires a 4,5.10 9 cellules/ml. Les 
cellules ainsi recuperees sont lysees mecaniquement par 
deux passages a la presse de FRENCH a une pression de 7.10 7 
Pa. 

Les proteines de l'extrait sont dosees par la methode 
de BRADFORD (Kit de dosage commercialise par la societe BIO- 
RAD) . 

Les extraits a-cellulaires sont soumis a une 
precipitation des pigments par traitement a 50 \il/ml de 
protamine sulfate a 10 % pendant 15 mn dans la glace, puis 
centrifuges a nouveau a 10. 000 g pendant 15 min a 4°G afin 
de recuperer le surnageant. Pour amener le volume d' extrait 
a 2 ml, on precipite ledit surnageant au sulfate d' ammonium 
a 35 %• Sur les 287 mg de proteines totales obtenus dans 
l'extrait brut, les etapes de depigmentation et de 
precipitation au sulfate d' ammonium ont conduit a recuperer 
75 mg de proteines totales, et ont permis d'eliminer 50 % 
des proteines autres que les enzymes de branchement de 
1 ' amidon . 

Example 3. Separation chromatographique et preparation 
du melange des enzymes de branchement de 1' amidon extraites 
d' algues . 

Les 75 mg de proteines dans 2 ml d ' echantillon sont 
deposes sur une colonne FPLC S100 / sephacryl 2,6 x 60 cm de 
PHARMACIA sur un support allyle dextran ponte par du N,N* 
methylene bis-acrylamide en gel spherique d'un diametre de 
25 a 75 um caracterise par sa gamme de f ractionnement 
comprise entre 1 000 et 100 000 daltons . 

Le debit de sortie de la colonne est fixe a 2 ml/min et 
des fractions' de 2 ml sont recuperees par un collecteur de 
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fractions commercialise par la societe PHARMACIA. Le tampon 
d'elution utilise est un tampon Acetate renfermant de 
1' acetate de sodium 50 mM et du dithiothreitol 10 mM, le pH 
etant ajuste a 6 par l'acide acetique. 

On realise le dosage des activites de branchement dans 
toutes les fractions collectees par la methode de dosage 
indirecte a la phosphorylase A. 

20 ul d'echantillons sont ajoutes a 180 ul d'un melange 
reactionnel renfermant du citrate de sodium 250 mM a pH 7 , 
de 1' adenosine 5' monophosphate 1 mM, de la phosphorylase A 
de muscle de lapin a 0,2 ug/ul, du glucose-l-phosphate 45 mM 
et du [U-14C] glucose-l-phosphate a 3, 8 uM (dont la 
radioactivite specif ique est de 10,5 . 10 9 Bq/mmol) . 

. Apres une heure a 30°C, la reaction, est arretee par 
ajout de 800 ul d'acide trichloroacetique 10 . %. Les 
precipites, apres une nuit a 4°C, sont f litres sur papier 
WHATMAN de porosite 1 um, rinces par 5 ml d'acide 
trichloroacetique 5%, par 5 ml d'eau, et enfin par 5 ml 
d'ethanol a 70 %. Le comptage radioactif est realise par un 
compteur BECKMAN apres avoir place les filtres dans des 
fioles de comptage contenant 3 ml de liquide scintillant. 

Une unite d' enzyme de branchement se definit dans de 
telles conditions comme une nanomole de glucose-l-phosphate 
incorporee par minute. 

On realise ensuite le dosage des activites amylasiques 
sur chaque fraction. 100 ul de chaque fraction vont etre 
soumis a une denaturation des proteines a 100°C pendant 5 mn 
en presence de sodium dodecyl-sulf ate 1% et mercaptoethanol 
5% dans un volume final de 115 ul, puis deposes sur un gel 
de polyacrylamide (30/1 de acrylamide/bis-acrylamide) 
7,5 % , tris HC1 250 mM pH 8,8 et SDS 0,1 %, contenant 
0,3 % d'amidon soluble de pomme de terre pour 1' analyse en 
suivant la technique dite du zymogramme amidon. 
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Les activites hydrolytiques vont entralner une 
hydrolyse locale de 1 1 ami don contenu dans le gel et sont 
visualisees apres migration (electrophorese de 70 mn a 15 V 
cm-1 ; temperature ambiante; tampon : tris-glycine 25 mM pH 
8,3 , dithiothreitol 1 mM, sodium dodecyl-sulf ate 
0,1 %) , renaturation (2 heures sous agitation lente; 
temperature ambiante; tampon tris 40 mM) , incubation (une 
nuit sous agitation lente a temperature ambiante en tampon 
tris-glycine 25 mM a pH 8,3 et dithiothreitol 20 mM) et 
enfin coloration a l'iode. 

La couleur des dextrines residuelles engendree par 
1' action de ces enzymes renseigne sur la nature de 
l'activite enzymatique detectee. 

Les 8 premieres fractions, representant 16 ml, pour 
lesquelles l'activite des enzymes de branchement est 
optimale (de l'ordre de 17. 340 unites d'activite de 
branchement), et les activites amylasiques minimales (peu ou 
pas d'activite amylasique visualisee sur gel) constitueront 
le melange des enzymes de branchement de 1 1 amidon extraites 
de l'algue. 

Exemple 4. Modification de 1 1 amylopectine de mals par 
le melange des enzymes de branchement de 1' amidon extraites 
de l'algue. 

On realise d'abord 1' estimation des activites 
branchantes de 1 ? amidon du melange des enzymes d'algues, par 
la mesure de la longueur d'onde du maximum d f absorption du 
complexe forme par 1 ' amylopectine modifie avec l'iode. 300 
]il de melange d' enzymes contenant 131 unites d'activite de 
branchement sont ajoutes a 10 pi d'une solution a 15 ug/ul 
d' amylopectine commerciale de mais obtenue par dissolution 
de 225 mg dans 12 ml de dimethyl sulfoxyde 90 % pendant 10 mn 
a 100°C, suivi de la precipitation par 36 ml d'ethanol une 
nuit a 4°C, centrif ugation 15 mn a 4 000 g et resuspension 
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dans 15 ml d'eau, le pH etant ajuste a 7 pour favoriser les 
reactions de branchement) . 

Apres incubation une nuit a 30°C, le produit branche 
est precipite par 3 volumes d'ethanol durant 12h a 4°C puis 
il est centrifuge a 10 000 g pendant 15 mn a 4°C. 

Un spectre d' absorption entre 400 et 700 nm est realise 
a partir du produit branche qui est redissout dans 100 ul de 
soude 0,01 N puis 60 ul de cette solution est melange a 
400 ul d'iode IX (0,0025% de 12 ; 0,25 % de IK). 

La longueur d'onde du complexe amylopectine de mais 
avec l'iode est de 530 nm, et celui du complexe amylopectine 
de mais modifiee par le melange d' enzymes de branchement 
d'amidon extraites d'algues avec l'iode est de 505 nm. La 
difference de 25 nm traduit bien une modification 
significative de 1 ' amylopectine et 1 ' apparition de nouveaux 
branchements de cette structure. 

La determination des longueurs de chaines resultantes 
du traitement de 1 ' amylopectine par le melange des enzymes 
de branchement de 1 ' ami don extraites d'algues a ete 
effectuee comme suit : 17,6 mg d ' amylopectine sont incubes 
avec 17000 unites d'activites de branchement dans un volume 
de 21 ml, ajuste a pH 7,5. Apres une incubation pendant 6 h. 
a 30°C, le produit branche est precipite par 3 volumes 
d'ethanol durant une nuit a 4°C puis il est centrifuge a 
10000 g pendant 15 mn a 4°C. 

17,6 mg d' amylopectine ainsi modifiee sont repris dans 
1,1 ml d'eau et agites vigoureusement , puis on ajoute 
0,17 ml de DMSO et porte le melange a 100°C dans un tube a 
hydrolyse au bain-marie REACT I -THERM, avec agitation, sans 
vide, pendant 6 min. 

On place ensuite le tube a hydrolyse dans un autre 
bain-marie REACT I -THERM, avec agitation, a une temperature 
de 45°C, puis, apres stabilisation a cette temperature, on 
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ajoute 0,08 ml de tampon acetate de sodium IN, amene a pH 
3,5 avec de l'acide acetique. On ajoute 5 pi d'isoamylase a 
59000 U/ml (enzyme isolee de Pseudomonas amyloderamosa de 
HAYASHIBARA) et on incube a 45°C pendant 2h30. On arrete 
ensuite la reaction en portant le milieu reactionnel a 100°C 
pendant 3 min. 

On realise en parallele une operation identique sur 
17,6 mg d f amylopectine non modifiee, ce qui constitue le 
temoin de la reaction. 

Les resultats obtenus par chromatographie anionique 
avec detection amperometrique (DIONEX) indiquent une 
majorite de chaines de D.P. 6, D.P. 7 et D. P. 8, avec tres 
peu de D.P. 1 a D.P. 5 pour 1 ? amylopectine standard, tandis 
que . les resultats correspondant a 1 1 amylopectine modifiee 
indiquent au contraire une majorite de chaines de D.P. 1 a 
D.P. 5, ce qui traduit une redistribution des longueurs de 
chaines glucosidiques . 
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REVINDICATIONS 

1. Procede de preparation d'un melange d 1 enzymes de 
branchement de 1 1 ami don extraites d'algues unicellulaires 
caracterise par le fait que 1 1 on : 

a. modifie une algue unicellulaire de maniere a ce 
qu'elle n'exprime plus d'activite debranchante de l'amidon, 

b. traite cette algue unicellulaire modifiee de maniere 
a obtenir un extrait a-cellulaire concentre, 

c. effectue un tamisage moleculaire de cet extrait a- 
cellulaire concentre de maniere a obtenir ledit melange 
d 1 enzymes de branchement de l'amidon extraites d'algues. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que l f on conduit I'etape a en modifiant 1' algue 
unicellulaire par une technique de mutation par insertion. 

3. Procede selon l'une ou 1 ' autre des revendications 1 
et 2, caracterise par le fait que l'on conduit I'etape b en 
effectuant une lyse de 'l 1 algue. unicellulaire de maniere 
mecanique, sonique, chimique ou enzymatique, de preference 
de maniere mecanique. 

4. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
a 3, caracterise par le fait que l'on conduit I'etape c en 
effectuant un tamisage moleculaire par une technique de 
separation chromatographique ou de separation sur membrane 
d' ultrafiltration , de preference par une technique de 
separation chromatographique sur gel filtration. 

5. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
a 4, caracterise. par le fait que 1' algue unicellulaire est 
1' algue verte Chlamydomonas reinhardtii . 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise par le 
fait que 1' algue verte Chlamydomonas reinhardtii est 
depourvue d'activite debranchante de l'amidon par mutation 
par insertion au niveau du locus stal . 
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7. Composition enzymatique caracterisee en ce qu'elle 
contient un melange d' enzymes de branchement de l'amidon de 
type I et de type II extraites d'algues unicellulaires et en 
ce qu'elle est signif icativement , voire totalement appauvrie 

5 en enzymes a activites amylasique et debranchante de 
1 * ami don 

8. Procede de modification de 1 ' ami don et de ses 
derives, caracterise par le fait que 1 ' on fait agir sur 
l'amidon et/ou sur 1 ' un au moins de ses derives un melange 

10 d' enzymes de branchement de l'amidon extraites d'algues 
unicellulaires obtenu par la mise en oeuvre d'un procede 
conforme a l'une quelconque des revendications 1 a 6 ou une 
composition enzymatique conforme a la revendication 7. 

9. Amidons et derives d'amidon modifies susceptibles 
15 d'etre obtenus par la mise en oeuvre d'un procede conforme 

a la revendication 7. 
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ABREGE DE SCRIPT IF 



L 1 invention concerne un procede d'obtention d'un 
melange d' enzymes de branchement de 1 1 ami don extraites 
d'algues unicellulaires caracterise par le fait que 
l'on modifie une algue unicellulaire de maniere a ce qu'elle 
n'exprime plus d'activite debranchante de l'amidon, traite 
cette algue unicellulaire modifiee de maniere a obtenir un 
extrait a-cellulaire concentre, et effectue un tamisage 
moleculaire de cet extrait a-cellulaire concentre de maniere 
a obtenir 1 edit melange d' enzymes de branchement de 1 1 amidon 
extraites d'algues. 



